UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE SAUDE E TECNOLOGIA RURAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL
MESTRADO EM CIENCIA ANIMAL

Lisina microencapsulada em matriz lipidica das ceras de abelha e de
carnauba enriquecida com tanino da Mimosa tenuiflora: caracterizacao e
degradabilidade

CLAUDINEY FELIPE ALMEIDA INO

PATOS-PB
2024



ii
CLAUDINEY FELIPE ALMEIDA INO

Lisina microencapsulada em matriz lipidica das ceras de abelha e de
carnauba enriquecida com tanino da Mimosa tenuiflora: caracterizacao e
degradabilidade

Dissertacao apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdo em Ciéncia Animal da Universidade
Federal de Campina Grande, como requisito
parcial para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncia Animal, area de concentracdo: Nutricdo
animal, area de atuacao: Avaliagao de alimentos e

nutricdo animal.

Orientador: Prof. Dr. José Morais Pereira Filho
Co-orientador: Prof. Dr. Leilson Rocha Bezerra

PATOS-PB
2024



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA DO CSRT DA UFCG

Dados Internacionais de Catalogagao-na-Publicagéo (CIP)
Sistema Integrado Bibliotecas — SISTEMOTECA/UFCG

158l
Ind, Claudiney Felipe Almeida

Lisina microencapsulada em matriz lipidica das ceras de abelha e de
carnauba enriquecida com tanino da Mimosa fenuiflora: caracterizagdo e
degradabilidade / Claudiney Felipe Almeida Ind. — Patos, 2024,

87 1.

Orientador: José Morais Pereira Filho.
Coorientador: Lellson Rocha Bezerra.
Mestrado (Dissertacdo) — Universidade Federal de Campina Grande,

Centro de Saude e Tecnologia Rural, Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia
Animal.

1. Compostos fendlicos. 2. Emulsificacdo. 3. In vitro. 4. In situ.
5. Abelhas. |. Pereira Filho, José Morais, orient. |l. Titulo.

CDU 638.171

Bibliotecario-documentalista: Barbara Costa — CRB-15/806

il



CLAUDINEI FELIPE ALMEIDA INO

Lisina microencapsulada em matriz lipidica das ceras de abelha e de
carnauba enriquecida com tanino da Mimosa tenuiflora: caracterizagao e

degradabilidade

Dissertagdo apresentada ao Programa de
P6s-Graduagdo em Ciéncia Animal da
Universidade Federal de Campina Grande,
como requisito parcial para obtencao do

titulo de Mestre em Ciéncia Animal.

BANCA EXAMINADORA:

Professor Dr. José Morais Pereira Filho.
Orientador —- PPGCA/CSTR/UFCG

Professor Dr. Leilson Rocha Bezerra.
Co-orientador: PPGCA/CSTR/UFCG

Professor Dr. Ariosvaldo Nunes de Medeiros
Examinador Externo — CCA/UFPB

Professora Dra. Juliana Paula Felipe de Oliveira
Examinadora Interna - PPGCA/CSTR//UFCG

Trabalho aprovado em: 20 de fevereiro de 2024.

PATOS - PB



DEDICO E OFERECO

A DEUS arquiteto do universo, pela graca da vida, por me dar forca para

superar as dificuldades e por toda protecao.

Aos meus pais que sdo minha fonte de inspiragdo JOSE CLAUDIONOR
ALVES INO e MARIA JOSE DE ALMEIDA INO.

A minha irma PRISCILA DAIANE ALMEIDA INO, a meus irmaos WAGNER
GUTENBERGUE INO e CARLOS INO.

A minha sobrinha DIANA WALENTINA INO RODRIGUES.

Aos meus avds in memoria ADEMAR JOSE INO e ARTUR FELIX, as minhas
avés ILDA ALVES INO e in memoria ANA GOMES e in memoria meu tio JOSE
EMANOEL INO, a minha tia ADECILDA ALVES INO, a minha prima
KAROLLINE PETRUCIA ALMEIDA INO.

Aos meus filhos HEITOR MIGUEL PEREIRA INO e NOAH GUILHERME DA
SILVA INO.



Vi

EPIGRAFE

7 ..."Fé em Deus que ele é justo
Ei, irm&o, nunca se esqueca
Na guarda, guerreiro, levanta a cabecga, truta
Onde estiver, seja la como for

Tenha fé, porque até no lixdo nasce flor’... J

Racionais MC's



vii
AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador Prof. Dr. José Morais Pereira Filho, pela atencdo e
conhecimentos compartilhados;

Ao meu co-orientador Prof. Dr. Leilson Rocha Bezerra, pela dedicacédo e
empenho com nossos trabalhos e o grupo de estudos;

Ao meu amigo e companheiro de projeto Roberto Matheus, por todo
companheirismos e momentos compartilhados;

Ao professor e amigo Dr. André Leandro da Silva, por toda atencao ao longo do
desenvolvimento da pesquisa;

Ao professor Dr. Pedro Nicé de Medeiros Neto, por todo suporte técnico na
extracao do tanino da Jurema Preta;

A lara Tamires Rodrigues Cavalcante, (INSA) pela analise realizada no extrato
do tanino;

Aos membros da banca examinadora, Profa. Dra. Juliana Paula Felipe de
Oliveira e Prof. Dr. Ariosvaldo Nunes de Medeiros, por todas as contribuigcdes;

Aos amigos Lucas Barros, Yuri Caie e Jése Vinicius pela parceria académica e
por todo companheirismo;

As minhas amigas e Dras. Romilda Nascimento, Joana Angélica e Gildénia
Araujo, pelos momentos compartilhados, por todo apoio e dedicacdo na nossa
formacéo;

Aos amigos de turma PPGCA 2022.1 por cada momento compartilhado, Luan
Camboim, Jodo Victor, Everton Chianca, Mirelly Rayanne, Rita de Cassia,
Pedro Henrique;

A todo corpo docente do PPGCA: Olaf Bakker, Marcus Goes, Ricardo Loiola,
André Leandro, Juliana Paula, José Fabio; Sergio Azevedo, pela partilha e
dedicagcdo em nos ensinar e ajudar no nosso crescimento académico;

Ao amigo e secretario do PPGCA: José de Arimateia, pela disponibilidade e
ajuda sempre que precisamos;

Aos alunos de iniciagdo cientifica Jodo Victor e Jullyson David, por toda ajuda e
parceria;

Aos membros do grupo de pesquisa GERMAM: Marcia, Kevily, Evila, Fonrose,
Caio, Gabriel, Immanoel, Jade, Joaquim, Josi, Layse, Paula, Sonel, Vitéria
parceria nas atividades de pesquisa;



viii

Ao amigo e coordenador da fazenda NUPEARIDO José Nerivaldo, pela
disponibilidade e ajuda nos nossos trabalhos, ao mesmo tempo agradeco a
Antonio pelo suporte dado na fazenda Lameirao;

Ao amigo Sr. Otavio do laboratério de Nutricdo Animal, por toda ajuda e
instrucoes;

A todos os funcionarios do NUPEARIDO Neném, Eldinho, Naldo, Yago e do
CSTR nossos simpaticos porteiros, servidores e segurancas, € aos Nnossos
motoristas Zé Ferreira, Bagaceira, Sr. Chico, Clidemar, Sr. Duda, todos esses
que mantém a universidade funcionando, sem o suporte e ajuda deles as
coisas se tornaria mais complicadas;

Ao Laboratério Interdisciplinar de Materiais Avancados (LIMAV), da
Universidade Federal do Piaui (UFPI), pela realizacdo da analise de
Microscopia eletronica de varredura;

A FAPESQ, CAPES e CNPg, pelos investimentos na pesquisa durante a
realizacdo do mestrado.

Muito obrigado por tudo, sem
vocés nada disso seria possivel,
compartilho esta conquista!!!



X

SUMARIO
ABREVIAGOES E SIGLAS ......ceeueirernrersssssessseesssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsnes 11
LISTA DE TABELAS ......ccececsnresssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsnsssaes 12
LISTA DE FIGURAS.......ccoeeteereresesessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasasasans 13
RESUNMO GERAL .....c.coeeineucrcrcsssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssssssssssssssssnsnsnsnes 14
GENERAL ABSTRACT ....ovvuiummssssssssssssssssssssss s sssssssssssssssssssssness 15
INTRODUGAO GERAL .....oruirmisenssssssssssssssssssssssssssssss s sssssssssssassssssssssans 16
REFERENCIAS ......cocceeeeccenasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssassssssssns nns 19

CAPITULO |
Caracterizacao e avaliacao da lisina microencapsulada em cera de abelha

e de carnauba enriquecida com [Mimosa Tenuiflora (Wild.) Poir] ............. 21
(L] 1T 1 o 22
ADSEract ... e e e nn e s e n e 23
1. INTRODUGAOD .....coereceieinssssnssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssnsssssssssaeas 24
2. MATERIAL E METODOS ....coceemiucrernsscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanns 26
2.1. Local dO eXPerimeNntO .......coeeeeiiiiiiiiiieieeee et 26
2.2. Local de coleta e preparo do feno da Jurema Preta ..........cccccoeiiiiininnen. 26
PR T =4 (= Vo= Lol e [o 1 = o 11 o T PSPPI 26
2.4. Preparo dos sistemas microencapsulados e obtencdo das microcapsulas
.......................................................................................................................... 27
2.5. Avaliagéo do processo de microenCapSUIAGa0 .......cccevvvvrcueumiumreeenereeneennn 28

2.5.1. Rendimento de microencapsSulagao ..............ccccecueeeeeeeiiiiinnnauns 28

2.5.2. Eficiéncia de microencapsulagao .............cccccceeeececeeeeieiiiccvnnnnn. 28
2.6. Avaliagao e caracterizagao dos sistemas microencapsulados ................. 29

2.6.1. Calorimetria exploratdria diferencial ...............cccocueeeievciueeennnnn. 29

2.6.2. AtiviIdade de AQUA ............uueeeeeeeieiiiiiiiieiiiiiiiiiiiiiee e e e 29

2.6.3. Teor de mat@ria SECA ..............ccceeeeeeieiieeieieeeeeeeee e 29

2.6.4. Teor de proteina bruta ..........ooveveiiiiiiiiii e 29

2.6.5. Microscopia eletrénica de varredura .................ueeeeueecciiieeenenn.. 29
2.7. Delineamento e analise estatistica ...........ccooovviiiiiiiiiiiiiii e 30
3. RESULTADOS .....cimiiiiisssmnnnsssssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssssssnssssssssssssnnnsssnss 31
3.1. Rendimento de microenCapSUlaGa0 ........ccocuuumeeeriiiiiiiiiee e 31
3.2. Eficiéncia de microenCapSulagan .........cccceeeeeeiiiiiiieeiie e 31
3.3. Calorimetria exploratéria diferencial ............cccueeeeiiiiiiiieeieeeee e, 32
3.4. Atividade e AQUA ....eeeeiiiiiieee s 36
3.5. Teor de Materia SECA .......cccoeiiiiiieieeeeeee e ee e 36
3.6. Teor de proteina Druta .........ceeeeeiiiie e 37
3.7. Microscopia eletronica de varredura ............eeeeeeeeiiiiiieeee e 38
4. DISCUSSAQD .....cueurereeensmesessessssesssesssassssssssssasssastssesasesssssssssssssessssessensanes 40
4.1. Rendimento de microenCapSUIAGA0 ........ccuuveiriieeiiiiiiiiiiee e 40
4.2. Eficiéncia de microenCapSUlaGa0 ..........coouueiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 41

4.3. Calorimetria exploratéria diferencial ...........ccccuiiieiiiiiiiiie 43



N (1Yo F=To (=0 [T To U = TP 44
4.5. Teor de proteina Bruta ........ooeeeeeeiii i 45
4.6. Microscopia eletrOnica de varredura ...........cccueeeeeeeiiiiiieeeee e 45
5. CONCLUSAOD ......oovrmernmsresssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssness 47
REFERENCIAS ... nssmnsssssssss s s s sms s s ssms s s sms s s n s s mmnsnsssnns 48

CAPITULO Il
Cinética de degradabilidade in vitro e em in situ, parametros ruminais da
lisina microencapsulada em diferentes cerideos enriquecida com tanino

da [Mimosa Tenuiflora (WILD.) POIR.] .....ccoooememeeeere e e s s se e e e e s sssssnns 52
[ (=TT 3 o 53
/Y o X3 1 - o 54
1. INTRODUGAOD .....ooorererririrensnsssssssesssesesssssesssssssasssssasssssnsssssssssasssssssssasnsnsens 55
2. MATERIAL E METODOS .....cooreecurureressasesessssssssssssssssesssssssessssssasesasans 57
2.1. Local dO eXPeriMENTO .......ceeiiiiiiiiiiieee et e e 57
2.2. Degradabilidade in vitro (Daisy" ANKOM) ........cceeeeeuieeuicieiie e 57
2.3. Ensaio de degradabilidade ruminal in Sitl ..........ccceuuviiiiiiiiiiiiiiieieeeee 58
2.4. Avaliacdo do nitrogénio do microencapsulado antes e apés a cinética de
degradabilidade (in VItro € in SitU) ........ccooeeeeieiiiiiieeeeeee e 60
2.5. Par@metros FUMINGIS ......couvviiiieieieiiee ettt et ee e e ee e e e 60
2.6. Delineamento e analise estatistiCa .........ccceevevieiiiiiiiiiie e, 60
3. RESULTADOS ......cimiiiiinmnnnsnsssssssssssssssssnssss s s sssssssssss s sssssssmssssssssssssnsnsssnas 61
3.1. Degradabilidade N VIIIO .........uueeeeiiiiiiiii e 61
3.2. Degradabilidade N SitU .........cccuueeeiieieeee e 64
3.3. Par@metros rUMINGIS ......ceeeiiiiiieeee e e e e e e 66
4. DISCUSSAOD .....eeeurerercssessssessssesssssssssssesssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssenes 68
4.1. Degradabilidade in Vitro € in SitU ..........ccceeeeeeiiiiiiieii e 68
4.2. Par@metroS FUMINGIS ....eceeeiiiiiiieeeeeeeesiiieieeesssitreeeeeesssnnreeeeeeessnneeeeeeennnneens 69
4. CONCLUSAO .....orumrsssmsssssmsssssssssssss s s ssss s s ssss s sanes 71
REFERENCIAS .........oo i nssssssssss s ssssss s sssssssmsss s s ss s ssnsssssnsssssnns 72

ANEXOS ...t s s s n e 76



AGVs
AOAC

aW

CA

CA+Lys
CA+Lys+1T
CA+Lys+2T
CA+Lys+3T
CC

CC+Lys
CC+Lys+1T
CC+Lys+2T
CC+Lys+3T
CEUA

CNF

cm

CcO2

CED

DBC

DIC

EE

EM

FDA

FDN

FJP

9

kg
Lys
MEV
Min
MM
MO
MS

NDT
NRC
PB
pH
RM
TJP
TNT
°C
%
pum

ABREVIACOES E SIGLAS

Acidos graxos volateis

Association Of Official Analytical Chemists

Atividade de agua

Cera de Abelha

Cera de Abelha+lisina

Cera de Abelha+lisina+1% de tanino de Jurema Preta
Cera de Abelha+lisina+2% de tanino de Jurema Preta
Cera de Abelha+lisina+3% de tanino de Jurema Preta
Cera de Carnauba

Cera de Carnauba+lisina

Cera de Carnauba+lisina+1% de tanino de Jurema Preta
Cera de Carnauba+lisina+2% de tanino de Jurema Preta
Cera de Carnauba+lisina+3% de tanino de Jurema Preta
Comité de Etica no Uso de Animais

Carboidratos nao fibrosos

Centimetro

Gés Carbonico

Calorimetria exploratéria diferencial

Delineamento em blocos casualizados

Delineamento inteiramente casualizado

Extrato etéreo

Eficiéncia de Microencapsulagao

Fibra em detergente acida

Fibra em detergente neutro

Feno de Jurema Preta

Grama

Quilograma

Lisina

Microscopia eletrénica de varredura

Minuto

Matéria mineral

Matéria organica

Matéria Seca

Nitrogénio

Nutrientes digestiveis totais

National Research Council

Proteina Bruta

Potencial hidrogenibnico

Rendimento de microencapsulagéao

Tanino de Jurema Preta

Tecido-nao-tecido

Grau Celsius

Porcentagem

Micrometros

11



12

LISTA DE TABELAS

CAPITULO |
Tabela 1. Composicao dos ingredientes em matéria seca (MS), matéria orgénica
(MO), cinza (MM), nitrogénio (N) e proteina bruta (PB) utilizado na producao dos
2T gTer=T o 1S ] F=To (o1 TP RPPPPP 28

Tabela 2. Eficiéncia da microencapsulagéo dos materiais avaliados ............ccc....... 32

Tabela 3. Principais eventos das curvas de calorimetria exploratéria diferencial
(CED) dos diferentes material, com destacados para os pontos de minimo e de
0= (12 1 TSR 34

Tabela 4. Descricao dos pontos de minimo (evento 1), intermediarios (evento 2) e
maximos (evento 3) das curvas de calorimetria exploratéria diferencial (CED) dos
diferentes material destacado na figura 4 em funcdo da temperatura
................................................................................................................................... 35

Tabela 5. Valores de atividade de agua (aW) dos encapsulados ceras de abelha
(CA) e de carnauba (CC) + Lys associados aos niveis de 0, 1, 2 e 3% de tanino da
JUrEMA Preta (TUP) e e e e e e e e e e e e 36

Tabela 6. Valores do teor de matéria seca (MS) dos encapsulados ceras de abelha
(CA) e de carnauba (CC) + Lys associados aos niveis de 0, 1, 2 e 3% de tanino da
Jurema preta (TUP) s 37

Tabela 7. Valores do teor de proteina bruta (PB) dos encapsulados ceras de abelha

(CA) e de carnauba (CC) + Lys associados aos niveis de 0, 1, 2 e 3% de tanino da

Jurema Preta (TJP) oo, R 37
CAPITULO I

Tabela 1. Ingredientes e respectivas quantidades utilizadas em cada jarra nas

incubagoes in Vitro DaisSy" ANKOM ..........ccooiueiueeiieeeeecteeeeeee e 58

Tabela 2. Composicao bromatologica da dieta do ovino fistulado ........................... 59

Tabela 3. Degradacgédo da matéria seca (MS) dos encapsulados de ceras de abelha e
de carnauba em fungdo do tempo de incubagéo, independente do nivel de tanino
incubados Na Daisy ANKOM .........ccocieiieiieieie e et ens 62

Tabela 4. Retencado da matéria seca (MS) dos encapsulados de ceras de abelha e
de carnauba em fungdo do tempo de incubacéo, independente do nivel de tanino
incubados Na Daisy ANKOM ..........cccoeiiiiieiieiee et 63

Tabela 5. Resultados de temperatura (°C) ruminal nos diferentes tempos de
incubacao no animal fistulado, em fungéo do tipo de cera (abelha e carnauba) e do
nivel (0; 1; 2 € 3%) A€ taNIN0 ...eeeveeicee e 67

Tabela 6. Resultados do pH ruminal nos diferentes tempos de incubag¢do no animal
fistulado, em funcéo do tipo de cera (abelha e carnauba) e do nivel (0; 1; 2 e 3%) de
FANINO e e e e e e e e e e e e e aaeeeaeeeeaeeeeraa——————— 67



13
LISTA DE FIGURAS

CAPITULO |
Figura 1. Rendimento de microencapsulagao da lisina em matriz de cera de abelha e
de carnauba, enriquecimento com (1, 2 e 3%) de Tanino de Jurema Preta (TJP) na
(014 0010] F=Te=To N (= 10230 PP PPPPPPPPPPP 31

Figura 2. Curva de calorimetria exploratoria diferencial (CED) da Cera de Abelha (A),
Lisina (L), Extrato Ténico da jurema preta (T), Cera de Abelha + lisina (A+L) e Cera
de Abelha + Lisina + 1, 2 € 3 % de Tanino (A+L+T1, T2 e T3) em funcdo da
LE 00T 01T = LU = PP 33

Figura 3. Curva de calorimetria exploratéria diferencial (CED) da cera de Carnauba
(C), da lisina (L), do extrato tanico (T) da jurema preta, da cera de carnauba
associado a lisina (C+L) e do complexo C+L+T (cera de carnauba com lisina e tanino
em diferentes niveis) em fungdo da temperatura ...........cccoeveeiiiiiiiii e 34

Figura 4. Micrografias eletrénicas de varredura: a) Cera de Carnauba; b) Cera de
Abelha; c) Lisina; d) Extrato Tanico da jurema preta ..........cooooeeeiiiiiiieeieeeeee e, 38

CAPITULO II
Figura 1. Degradacéao / retencao da matéria seca (MS) dos encapsulados em funcao
do nivel de tanino no encapsulado, independente do tipo de cera e do tempo de
incubagdo na DaiSy" ANKOM ..........coueiiiiieieee ettt 61

Figura 2. Degradacdao da matéria seca (MS) dos encapsulados de ceras de
carnauba e de abelha em funcédo do tempo de incubacao, independente do nivel de
tanino, incubados na Daisy" ANKOM ..........ccoeeiriiiieee et 62

Figura 3. Retencao da matéria seca (MS) dos encapsulados de ceras de carnauba e
de abelha em fungcdo do tempo de incubacédo, independente do nivel de tanino,
incubados Na DaiSy" ANKOM ..........coueiiriieieee ettt ettt 64

Figura 4. Degradagdo e retencdo da matéria seca (MS) dos encapsulados em
funcéo do tempo de incubacgao in situ, independente do nivel de tanino ................. 64

Figura 5. Degradagdo e retengcdo da matéria seca (MS) dos encapsulados em
fungcéo dos niveis de tanino de Jurema Preta, independente do tempo de incubacgéo
= (P 65

Figura 6. Médias de nitrogénio (N) e proteina bruta (PB) dos encapsulados em
funcéo do tempo de incubacao in situ, independente do nivel de tanino ................. 65

Figura 7. Média de nitrogénio (N) e proteina bruta (PB) dos encapsulados em funcéo
do nivel de tanino, independente do tempo de incubados in Situ ..............ccccuveeeen., 66



14

RESUMO GERAL

Objetivou-se através da técnica de emulsificacdo e secagem em estufa a formacgéao
de sistemas contendo lisina (Lys) como (nucleo) microencapsulada em matriz
lipidica de cera de abelha (CA) e de cera de carnauba (CC) (material de parede),
enriguecida com tanino de Jurema Preta (TJP). Os sistemas microencapsulados
foram caracterizados quanto a rendimento de microencapsulacao (RM), eficiéncia da
microencapsulagdo (EM), calorimetria exploratéria diferencial (CED) e por técnicas
de microscopia eletrénica de varredura (MEV). Avaliou-se a degradabilidade in vitro
na (Daisy" ANKOM) e in situ (animal fistulados no rimen), ambas foram conduzidas
em sacos de tecido-n&o-tecido (TNT) com dimensdes de 5 x 5 cm contendo 2 g de
amostra e os tempos de incubacéao foram (0; 15; 30; 60; 120; 180; 1440 e 2880 min),
para os quais foram investigados também parametros ruminais. Os resultados de
RM foram de 75,66; 77,46; 78,48; 79,46% para CA+Lys+0TJP; CA+Lys+1TJP;
CA+Lys+2TJP; CA+Lys+3TJP respectivamente e 80,15; 84,10; 84,29; 84,47 para
CC+Lys+0TJP; CC+Lys+1TJP; CC+Lys+2TJP; CC+Lys+3TJP respectivamente. Os
resultados de EM foi 81,06+0,48; 81,30+0,59; 84,69+1,29; 85,17+0,97 para
CA+Lys+0TJP; CA+Lys+1TJP; CA+Lys+2TJP; CA+Lys+3TJP respectivamente e
79,1241,18; 85,17+1,99; 87,35+3,12; 89,28+3,87 correspondentes a CC+Lys+0TJP;
CC+Lys+1TJP; CC+Lys+2TJP; CC+Lys+3TJP. Os resultados da CED a CA
apresentou evento endotérmico (Evento 1) em 68 °C, relativo a sua fusdo e outro
evento endotérmico (Evento 2) em 385 °C, relacionado a sua degradacéo térmica. A
CC apresentou evento endotérmico em 82 °C, relacionado com seu ponto de fuséo.
A Lys apresentou trés eventos endotérmicos em 83, 264 e 309 °C. J4 o TJP
apresentou evento endotérmico em 99 °C. Quanto aos sistemas microencapsulados,
observa-se os eventos das fases isoladas (cera, Lys e TJP) se mantiveram ou
sofreram alguma alteragéo de acordo com a presenca ou auséncia de tanino e com
o nivel crescente deste. Verifica-se também que a Lys microencapsulada apresentou
maior temperatura de degradacgao térmica em relagdo a sua forma livre, atestando a
protecao das matrizes encapsulantes de CA e CC. A formulagdo CC+Lys+3TJP se
destacou, pois apresentou a maior EM e a maior quantidade de Lys retida, o que
pode resultar em uma protecao potencialmente superior no ambiente ruminal. N&o
houve interacao entre cera e nivel de tanino (P>0,05) para degradacao e retengéao
da matéria seca (MS). Houve diferenca estatistica na retencéo da MS entre CA e CC
nos tempos de incubacgédo (15; 1444 e 2880 min). O pH e temperatura ruminal se
mantém relativamente constante ao longo dos periodos de incubagado. A utilizagdo
das CA e de CC como matriz lipidica associada com o TJP como agentes
encapsulantes apresenta RM e EM da Lys, e com elevada estabilidade térmica. As
formulacées com 3% de TJP, independente do cerideo utilizado, resultam em maior
quantidade de MS e do nitrogénio (N) retido na microcapsula de lisina. O
encapsulamento da Lys em matriz lipidica de CA e de CC, associada ao TJP resulta
em aumento da MS e do N ndo degradado, tanto na avaliagcao in vitro (Daisy) e in
situ (animal fistulado), e sem comprometer o pH e a temperatura ruminal. A CC foi
mais eficiente do que a CA na protecao da proteina bruta (PB) contra a degradacgao
ruminal, e que o tempo de incubagéo in situ influenciou a retencao e degradacéo da
PB dos encapsulados, independente dos niveis de TJP.

Palavras-chave: compostos fendlicos; emulsificacdo; in situ; in  vitro;
microencapsulacao;
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GENERAL ABSTRACT

The objective was, through the emulsification and oven drying technique, to form
systems containing lysine (Lys) as (core) microencapsulated in a lipid matrix of
beeswax (BW) and carnauba wax (CW) (wall material), enriched with tannin from
Jurema Preta (TJP). The microencapsulated systems were characterized in terms of
microencapsulation yield (MY), microencapsulation efficiency (ME), differential
scanning calorimetry (DSC) and by scanning electron microscopy (SEM) techniques.
Degradability was evaluated in vitro (Daisyll ANKOM) and in situ (animals fistulated
in the rumen), both were conducted in non-woven fabric (NWF) bags with dimensions
of 5 x 5 cm containing 2 g of sample and the Incubation times were (0; 15; 30; 60;
120; 180; 1440 and 2880 min), for which ruminal parameters were also investigated.
MY results were 75.66; 77.46; 78.48; 79.46% for BW+Lys+0TJP; BW+Lys+1TJP;
BW+Lys+2TJP; BW+Lys+3TJP respectively and 80.15; 84.10; 84.29; 84.47 for
CW+Lys+0TJP; CW+Lys+1TJP; CW+Lys+2TJP; CW+Lys+3TJP respectively. The
ME results were 81.06+0.48; 81.30+£0.59; 84.69+1.29; 85.17+0.97 for BW+Lys+0TJP;
BW+Lys+1TJP; BW+Lys+2TJP; BW+Lys+3TJP respectively and 79.12+1.18;
85.17£1.99; 87.35#3.12; 89.28+3.87 corresponding to CW+Lys+0TJP;
CW+Lys+1TJP; CW+Lys+2TJP; CW+Lys+3TJP. The DSC results for BW presented
an endothermic event (Event 1) at 68 °C, related to its melting and another
endothermic event (Event 2) at 385 °C, related to its thermal degradation. CW
presented an endothermic event at 82 °C, related to its melting point. Lys showed
three endothermic events at 83, 264 and 309 °C. TJP presented an endothermic
event at 99 °C. As for microencapsulated systems, it is observed that the events of
the isolated phases (wax, Lys and TJP) were maintained or underwent some change
according to the presence or absence of tannin and its increasing level. It is also
verified that the microencapsulated Lys presented a higher thermal degradation
temperature in relation to its free form, attesting to the protection of the BW and CW
encapsulating matrices. There was no interaction between wax and tannin level
(P>0.05) for degradation and retention of dry matter (DM). There was a statistical
difference in DM retention between BW and CW in the incubation times (15; 1444
and 2880 min). Ruminal pH and temperature remain relatively constant throughout
the incubation periods. The use of BW and CW as a lipid matrix associated with TJP
as encapsulating agents presents MY and ME of Lys, and with high thermal stability.
Formulations with 3% TJP, regardless of the ceride used, result in a greater amount
of DM and nitrogen (N) retained in the lysine microcapsule. The encapsulation of Lys
in BW and CW lipid matrix, associated with TJP results in an increase in DM and
non-degraded N, both in vitro (Daisy) and in situ (fistulated animal) evaluation, and
without compromising pH and rumen temperature. CW was more efficient than BW in
protecting crude protein (CP) against ruminal degradation, and the in situ incubation
time influenced the retention and degradation of CP in encapsulated products,
regardless of TJP levels.

Keywords: phenolic compounds; emulsification; in situ; in vitro; microencapsulation;
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INTRODUCAO GERAL

Os animais ruminantes precisam de aminoacidos em sua dieta para a
producdo de proteinas em varios tecidos, que sao essenciais para a producao de
leite e carne. Esses aminoacidos também sao vitais para otimizar o crescimento
microbiano no riumen. No entanto, as proteases e desaminases microbianas no
rumen degradam rapidamente as proteinas e aminoacidos solUveis na fase liquida
do rumen.

Diante disso, um agravante esta relacionado a Lisina (Lys) fornecida na
forma livre, ao chega ao ambiente ruminal é rapidamente degradada, portanto
havera desperdicio e gasto da mesma na dieta se ndo alterar 0 seu mecanismo de
fornecimento. Portanto tecnologias que busquem a protecdo de alimentos ofertados
na dieta animal do ataque dos microorganismos presente no rimen e a sua
liberacdo no intestino delgado, buscando um efeito sobrepassante, vém sendo
primordial para que essa Lys atenda as exigéncias de proteina metabolizavel (Araujo
etal., 2019).

Diversos estudos apontam a necessidade de protecdo da Lys da
degradacao ruminal, seja quimica (Kung e Rode, 1996) ou fisica (Moreira, 2018),
tornando acessivel em maior quantidade, levando ao maximo a sua absorcdo no
intestino delgado. Nessa perspectiva, a tecnologia de microencapsulacao é bastante
empregada nos setores de alimentos, farmacia e de cosméticos.

A microencapsulacdo é um dos mecanismos de protecdo de alimentos
ofertados na dieta de ruminantes, considerando que esse processo de
microencapsulagao corresponde no envelopamento, ou seja, € uma substancia ativa
como exemplo a metionina, dentro de outra substancia que serve de parede
protetora como a cera de carnauba, protegendo o alimento contra ataques da
microbiota presente no raimen animal (Carvalho Neto et al., 2019). Alcangando como
principal funcdo a liberagcdo dessa substancia ativa gradativamente no intestino
delgado (Pereira et al., 2018).

Entre as substancias que podem ser aplicadas como parede protetora,
destacam-se as ceras de abelha (CA) e de carnauba (CC), dois cerideos naturais,
que ndo degradam o meio ambiente, sendo ainda inerte a flora ruminal pelo fato de
serem predominantemente saturadas e podendo atuar na protecdo e na
biodisponibilidade controlada. A matriz lipidica da CA é um produto oriundo das
glandulas presentes no abdémen de abelhas, apresenta problemas relacionados a
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sua pureza, na maioria das vezes apresenta residuo de mel, da colmeia e restos da
propria produtora. J& a CC provém da palmeira que tem como nome cientifico
(Copernicia prunifera), vegetal tipico do Nordeste brasileiro, destacando a relevancia
da flora que esta regiao possui (Mattos et al., 2017).

Buscando uma melhor protecdo da Lys, além dos cerideos CA e CC, foi
adicionado no enriquecimento da parede protetora o tanino de Jurema Preta (TJP),
como adjuvante para reforgca o encapsulante. Em geral, os efeitos dos taninos na
dieta de ruminantes estéo relacionados a sua capacidade de formar complexos com
proteinas, polissacarideos insoluvel e estavel nas condi¢des do rimen, ao mesmo
tempo em que modulam a fermentagdao ruminal (Costa et al, 2018). Utilizando
baixas e moderadas concentragdes, os taninos reduzem a degradacdo das
proteinas no rimen, ocorrendo a dissociacdo apenas no abomaso, sob pH de 1,3 a
3, fator que define uma melhor utilizagdo da proteina dietética, ao contrario do que
ocorre no ambiente ruminal (Cordao et al., 2010).

A Jurema Preta chega a atingir niveis de tanino de 10% (feno) até 17%
(casca) na matéria seca (Pereira Filho et al, 2003; Paes et al, 2006) e ser
encontrado em niveis de até 40% na dieta de pequenos ruminantes (Araujo Filho et
al., 1996) em pastejo, pode ser uma boa alternativa para extracao do tanino para ser
associado as ceras CA e de CC na microencapsulacao de Lys.

Para avaliar a eficacia da microencapsulagéo, podem ser realizados testes
para verificar a resisténcia das microesferas no ambiente ruminal. Isso pode
envolver a fermentacdo em condi¢des controladas de laboratério, buscando
semelhancas aos padrdes normais do organismo animal (Lopez, 2005). O método
conhecido como fermentador ruminal Daisy" (ANKOM Technology Corp., Fairport,
NY) foi introduzido no Brasil (Santos et. al., 2000).

O aparelho DAISY" que simula a fermentagao ruminal foi desenvolvido com
proposito de melhorar a eficiéncia laboratorial da técnica in vitro (Alcalde et. al.,
2001). Este fermentador possui quatro frascos de digestdo independentes,
mantendo o meio de fermentacdo em agitagdo continua a uma temperatura
especifica de 39,5 °C (Araujo, 2010). Permite incubar diferentes alimentos em
saquinhos filtrantes no mesmo recipiente, sendo considerado o material que
desaparece como digerido (Mabjeesh et al., 2000).

Esses sistemas in vitro ou in situ, visam melhorar o aproveitamento e

compreensao do processo fermentativo, bem como a degradacao das fragdes dos
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alimentos, e o efeito da taxa de passagem, devem ser capazes de representar todo
0 processo de digestdo que ocorre no rumen, abomaso ou intestino para estimar
quantitativamente a taxa e o grau de digestdao similarmente aos obtidos in vivo
(Berchielli et al., 2006).

Este estudo teve como objetivo proteger a Lys, microencapsulada pelo
método de emulsificacdo em matriz lipidica de dois cerideos, enriquecida com tanino
de Jurama Preta (TJP), e avaliar e caracterizar seu rendimento de
microencapsulacao (RM), eficiéncia de microencapsulacdo (EM), calorimetria
exploratéria diferencial (CED), teor de matéria seca (MS), atividade de agua (aW),
avaliacdo do nitrogénio dos encapsulados, microscopia eletrbnica de varredura

(MEV), além da cinética de degradacgéao in vitro e in situ.
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CAPITULO |

Caracterizacao e avaliacao da lisina microencapsulada em cera de abelha e de
carnauba enriquecida com tanino da Mimosa tenuiflora



22

Resumo

A microencapsulacdo pode ser usada para proteger substancias sensiveis a
degradacao, com destaque para os aminoacidos essenciais, especialmente a lisina.
Objetivou-se com o presente estudo através da técnica de emulsificacao e secagem
em estufa avaliar as ceras de Abelha (CA) e de Carnauba (CC) enriquecida com
Tanino de Jurema Preta (TJP) como matrizes encapsulantes da lisina (Lys). O
extrato do TJP foi obtido por fervura em uma autoclave e posterior secagem total em
estufa, foi desenvolvido o ensaio para avaliar a protecao da Lys para os dois tipos de
encapsulantes CA e CC, enriquecidos com niveis crescentes de TJP (0; 1; 2; 3%),
totalizando oito grupos experimentais. Os sistemas microencapsulados foram
caracterizados quanto a atividade de agua (aW), teor de nitrogénio retido,
rendimento microencapsulagédo (RM), eficiéncia da microencapsulagdo (EM),
calorimetria exploratéria diferencial (CED) e por microscopia eletrénica de varredura
(MEV). Os sistemas microencapsulados com CA apresentaram RM que variou de
75,66 a 79,46 para os tratamentos CA+Lys e CA+Lys+3TJP, respectivamente; ja os
encapsulados utilizando CC a variacdo foi de 80,15 e 84,47 para os tratamentos
CC+Lys e CC+Lys+3TJP respectivamente A EM oscilou de 81,06 a 85,41 para os
tratamentos CA+Lys e CA+Lys+3TJP quando se utilizou a CA. Em relacdo aos
encapsulados a base de CC a oscilacao foi de 80,65 a 87,83 para os tratamentos
CC+Lys e CC+Lys+3TJP, respectivamente. Quanto a CED para a CA destacou-se
dois eventos endotérmicos, um a 68 °C, relativo a seu ponto de fusdo e o outro ao
atingir 385 °C, relacionado a degradacado térmica. A CC apresentou evento
endotérmico em 82 °C, relacionado com seu ponto de fusdo. A Lys apresentou trés
eventos endotérmicos em 83, 264 e 309 °C. Ja o TJP apresentou evento
endotérmico em 99 °C. Quanto aos sistemas microencapsulados, observa-se 0s
eventos das fases isoladas (cera, Lys e TJP) se mantiveram ou sofreram alguma
alteragdo de acordo com a presencga ou auséncia de tanino. A Lys microencapsulada
apresentou maior temperatura de degradacao térmica em relagcdo a sua forma livre
As variaveis atividade de agua (aW), teor de matéria seca (MS) e proteina bruta (PB)
nao foram alteradas. A utilizacdo das CA e de CC como matriz lipidica associada
com o TJP como agentes encapsulantes apresenta RM e EM da Lys, e com elevada
estabilidade térmica. As formulagdes com 3% de TJP, independente do cerideo
utilizado, resultam em maior quantidade de MS e de nitrogénio retido na
microcapsula de Lys. Recomenda-se o sistema microencapsulado: CC+Lys+3TJP.

Palavras-chave: aminoacido protegido; encapsulante; microencapsulacao;
microparticulas; microscopia eletrénica de varredura.



23
Abstract

Microencapsulation can be used to protect substances sensitive to degradation,
especially essential amino acids, especially lysine. The objective of the present
study, using the emulsification and oven drying technique, was to evaluate Beeswax
(BW) and Carnauba (CW) enriched with Jurema Preta Tannin (TJP) as lysine (Lys)
encapsulating matrices. The TJP extract was obtained by boiling in an autoclave and
subsequent total drying in an oven. The assay was developed to evaluate the
protection of Lys for the two types of encapsulants BW and CW, enriched with
increasing levels of TJP (0; 1; 2 ; 3%), totaling eight experimental groups. The
microencapsulated systems were characterized in terms of water activity (aW),
retained nitrogen content, microencapsulation yield (MY), microencapsulation
efficiency (ME), differential scanning calorimetry (DSC) and scanning electron
microscopy (SEM). The microencapsulated systems with BW presented MY that
varied from 75.66 to 79.46 for the BW+Lys and BW+Lys+3TJP treatments,
respectively; As for those encapsulated using CW, the variation was 80.15 and 84.47
for the CW+Lys and CW+Lys+3TJP treatments, respectively. The MS ranged from
81.06 to 85.41 for the BW+Lys and BW+Lys+3TJP when BW was used. In relation to
CW-based encapsulates, the oscillation was from 80.65 to 87.83 for the CW+Lys and
CW+Lys+3TJP treatments, respectively. As for DSC for BW, two endothermic events
stood out, one at 68 °C, related to its melting and the other when reaching 385 °C,
related to thermal degradation. CW presented an endothermic event at 82 °C, related
to its melting point. Lys showed three endothermic events at 83, 264 and 309 °C.
TJP presented an endothermic event at 99 °C. As for microencapsulated systems, it
is observed that the events of the isolated phases (wax, Lys and TJP) were
maintained or underwent some change according to the presence or absence of
tannin. The microencapsulated Lys showed a higher thermal degradation
temperature in relation to its free form. The variables water activity (aW), dry matter
content (DM) and crude protein (CP) were not changed. The use of BW and CW as a
lipid matrix associated with TJP as encapsulating agents presents MY and ME in the
microencapsulation of Lys, and with high thermal stability. Formulations with 3% TJP,
regardless of the cerid used, result in a greater amount of DM and nitrogen retained
in the Lys microcapsule. The microencapsulated system is recommended:
CW+Lys+3TJP.

Keywords: protected amino acid; encapsulant; microencapsulation; microparticles;
scanning electron microscopy.
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1. INTRODUCAO

A microencapsulagdo € um processo que consiste em envolver uma
substancia (nucleo) com uma camada fina de outro material (parede), formando
particulas microscopicas chamadas de microcapsulas. A microencapsulacdo pode
ser usada para proteger substancias sensiveis a degradacdo, como aminoacidos,
vitaminas, enzimas, probioticos, entre outras.

Os aminoacidos sao o0s componentes basicos das proteinas e sao
essenciais para o funcionamento do organismo dos animais. Alguns aminoacidos
sdo chamados de essenciais, pois ndo podem ser sintetizados pelo organismo e
devem ser obtidos pela alimentagdo. Os aminoacidos essenciais para 0s ruminantes
sdo: lisina, metionina, treonina, triptofano, valina, leucina, isoleucina, fenilalanina e
histidina (Stieven et al., 2011).

A microencapsulagdo de aminoacidos pode trazer beneficios para a
producdo de ruminantes, como aumento da eficiéncia alimentar, da producao de
leite e carne, da qualidade dos produtos, da saude e do bem-estar animal, (Ray et
al., 2016). Barreto ef al. (2015) relatam que a escolha da técnica de encapsulamento
deve levar em conta aspectos como o tipo de substancia ativa, método de aplicacéao,
todo o processo de liberacao, o custo e a disponibilidade do material de parede. O
melhor material é aquele que proporciona mais eficiéncia e estabilidade da
microcapsula (Vaniski et al., 2017).

Entre os principais materiais que podem ser aplicadas como parede
protetora, destacam-se, as ceras de abelha (CA) e carnauba (CC), dois cerideos
naturais, que ndo degradam o meio ambiente, sendo ainda inerte a flora ruminal, e
podendo atuar na protecdo do nucleo e na biodisponibilidade controlada do mesmo.

A matriz lipidica da CA €& um produto natural oriundo das glandulas
presentes no abdémen de abelhas, tem problemas relacionados a sua pureza, na
maioria das vezes apresenta residuo de mel, da colmeia e restos da prépria abelha.
Levando em consideracdo esses aspectos, ela apresenta requisitos para um
excelente revestimento, ressaltando sua resisténcia a umidade, hidrofobicidade no
envolvimento (Souza et al., 2017).

A CC se destaca como um excelente agente microencapsulante, por
proporciona caracteristicas hidrofobicas, produto natural, provém da espécie
(Copernicia prunifera) uma palmeira tipica nativa do Semiarido do Nordeste
brasileiro, que se destaca ndo apenas pela cera, mas também pelo seu



25

aproveitamento como a palha, que serve para a producao artesanal e adubacao do
solo, tornando-se uma planta com importancia econémica, social e ecoldgica para a
regido, com maior ocorréncia nos estados do Ceara, Piaui e Rio Grande do Norte
(Feitosa, 2015).

A utilizacdo de compostos fendlicos e taninos extraidos de plantas,
especialmente de leguminosas como Acacia mearnsii (Pimentel et al., 2021), Jurema
Preta (Fernandes et al.,, 2021), Catingueira (Gonzaga Neto et al., 2004) tem sido
estudada na alimentacdo de ruminantes, seja pelos efeitos na digestibilidade da
proteina (Pereira Filho et al., 2005), na qualidade da carcaca e carne (Costa et al.,
2021) o que evidenciam sua importancia biolégica na nutricdo animal. Nesta
perspectiva, uma melhor protecdo da lisina pode ser buscada pelo a associagao do
tanino para reforgar a acdo encapsulante.

Em geral, os efeitos dos taninos na dieta de ruminantes estao relacionados a
sua capacidade de formar complexos principalmente com proteinas, polissacarideos
ao mesmo tempo em que modulam a fermentacao ruminal, reduzindo a degradacao
das proteinas no rimen, ocorrendo a sua dissociagdo no abomaso, sob pH de 1,3 a
3 (Cordao et al., 2010) o que resulta na melhoria do aproveitamento da dieta (Costa
et al., 2018), refletindo na qualidade da carne (Fernandes et al., 2021) e do leite
(Nascimento et al., 2021).

Os taninos causam efeitos positivos, relacionados as suas propriedades
benéficas como agentes antioxidantes e eliminadores de radicais e moduladores da
microbiota intestinal (Molino et al.,, 2018). Estas propriedades tornam este produto
um aditivo interessante para complementar a dieta animal. No entanto, os mesmos
mecanismos quimicos que lhes conferem alguns dos seus efeitos positivos
(proteinas de ligacao) também sao responsaveis pelo sabor adstringente (Soares et
al., 2018).

Por outro lado, a interacdo dos taninos com proteinas e carboidratos
também poderia determinar efeitos na matriz encapsulante a qual sao adicionados
(Molino et al., 2019). Esta incorporacéo de taninos de Jurema Preta em uma matriz
protetora que atua como barreira fisica, mascarando as interagées quimicas com o0s
alimentos e as proteinas salivares. Dessa forma, o presente estudo objetivou a
obtencéo, caracterizacao e avaliacao do encapsulamento de lisina em matriz lipidica

das CA e de CC associada com tanino da Jurema Preta.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Local do experimento

Os sistemas microencapsulados foram processados no Laboratério de
Nutricdo Animal (LANA), do Centro de Saude e Tecnologia Rural (CSTR), da
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Patos, Paraiba, Brasil, localizado
no Semiarido paraibano.

A Microscopia eletrénica de varredura (MEV) e a Calorimetria exploratoria
diferencial (CED) foram realizadas no Laboratério Interdisciplinar de Materiais
Avancados (LIMAV), da Universidade Federal do Piaui (UFPI).

2.2. Local de coleta e preparo do feno da Jurema Preta

Toda a parte referente a obtencao do feno, o corte de parte das arvores de
Jurema Preta para retirada das folhas com intuito de se obter o feno, ocorreu em
uma area de mata nativa.

O Tanino natural foi obtido a partir do Feno de Jurema Preta (FJP), através
da fenacao de folhas e ramos de até 8 mm de didmetro de plantas em estagio de
vegetacao plena e altura média de 3 metros em éareas de pastagem nativa do
Nucleo de Pesquisa para o Desenvolvimento do Semiarido (NUPEARIDO), do
CSTR, da UFCG, Patos, Paraiba, Brasil, geograficamente localizado no Semiarido
paraibano, nas coordenadas Latitude S 07° 04’ 49.68”, longitude W 037° 16' 22.85" e
altitude de 264, com média de 29 °C de temperatura e de 50,5% de umidade relativa
do ar. A precipitagdo pluviomeétrica gira em torno de 500 mm.

O material coletado foi triturado em uma picadeira e seco sobre lonas
plasticas ao ar livre, sendo revirado a cada duas horas e coberto durante a noite até
atingir o ponto de feno. Em seguida apds o material esta completamente seco, foi

triturado em um forrageira utilizando peneira com didmetro de 5 mm.

2.3. Extracdo do tanino

O tanino foi extraido utilizando a metodologia modificada proposta por
(Chaves, 2018), onde 15 L de agua destilada, para cada 1,0 kg de FJP. A mistura
(agua + FJP) foi colocada em recipiente de aco inox de 30 L, em seguida submetido
a temperatura de ebulicdo da agua e pressdo ambiente em uma autoclave com

capacidade de 48 litros. A extragdo ocorreu por 2 horas, com temperatura variando
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de 100 °C a 110 °C, para evitar a degradacao por oxidagdo dos taninos e obter a
quantidade maxima de extrato tanico.

Em cada etapa o material foi filtrado em tecido poroso, € o extrato obtido
submetido a filtracdo em peneira com tecido de silkscreen. Em seguida o material
filtrado foi colocados em bandejas de vidro (5 x 40 x 60 cm) e submetido a
evaporacao natural até perder 50% de liquido, em uma estufa de circulagdo de ar
forcada a 100 °C, até peso constante. Em seguida os materiais foram triturados em
um liquidificador industrial e homogeneizados utilizando peneira para posterior
enriguecimento dos cerideos CA e CC, seguindo metodologia modificada de
(Chaves, 2018).

2.4. Preparo dos sistemas microencapsulados e obtencdo das microcapsulas

Apos obter o extrato do tanino foi desenvolvido o ensaio para avaliar a
protecao da lisina em dois tipos de encapsulantes CA e CC, com propor¢do das
matrizes: 2:1 e com os niveis de TJP (0; 1; 2; 3%) da massa do cerideo, totalizando
oito grupos experimentais.

Para a obtencdo das microcapsulas foram desenvolvidas as seguintes
formulagde: CA sem TJP; CC sem TJP; CA + Lys sem TJP; CC + lisina sem TJP; CA
+ lisina associado aos niveis de 1, 2 e 3% de TJP; CC + lisina associado aos niveis
de 1, 2 e 3% de TJP. As formulagbes foram obtidas pela técnica de Emulsificagéo e
secagem em estufa e adicao de 2,5% de lecitina de soja como agente emulsificante.

Para o preparo dos produtos microencapsulados a Lys e o correspondentes
de TJP foram pesados em balanca analitica, colocados em béqueres e dissolvidos
em agua destilada. Ja a CA ou CC e a lecitina de soja (5% com base na massa da
cera) foram pesadas em outro béquer e fundidas em banho-maria, sob temperatura
de 65° C e 85 °C, respectivamente. Na sequéncia foi feita a preparagdo das
emulsdes, que devido a rapidez de sua solidificacao foi feito a quente.

A Lys foi aquecida até a mesma temperatura da cera fundida e,
posteriormente, adicionada lentamente a cera, seguida de agitacdo constante com
auxilio de um bast&o por 20 min para CA e 10 min para CC. O material foi submetido
a secagem em estufa de circulagao de ar forgcada a 55 °C por 6 h, obtendo assim o
produto microencapsulado (tratamentos), que foram triturado e acondicionado em
recipiente adequado e mantido em temperatura ambiente.
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Na tabela 1, a seguir sao descritos a composicao dos ingredientes utilizados

na microencapsulacgao.

Tabela 1. Composicao dos ingredientes em matéria seca (MS), matéria organica (MO), cinza
(MM), nitrogénio (N) e proteina bruta (PB) utilizado na producéo dos encapsulados.

Materiais MS (%) MO (%) MM (%) N (%) PB (%)
Cera de Abelha 95,74 99 1,00 0,44 2,75
Lisina 95,61 98,95 1,05 12,57 78,54
Extrato Tanino 88,35 92,42 7,58 3,51 21,93
Abelha + lisina 93,41 98,50 1,50 3,32 20,73
Abelha + L + 1TJP 95,86 97,99 2,01 3,32 20,72
Abelha + L + 2TJP 97,41 97,97 2,03 3,56 22,23
Abelha + L + 3TJP 97,05 97,95 2,05 3,59 22,46
Cera de Carnauba 97,98 98,99 1,01 0,45 2,83
Lisina 95,61 98,95 1,05 12,57 78,54
Extrato Tanino 88,35 92,42 7,58 3,51 21,93
Carnauba + lisina 94,75 98,48 1,52 3,21 20,06
Carnatba + L + 1TJP 97,71 97,97 2,03 3,07 19,17
Carnadba + L + 2TJP 97,53 97,97 2,03 3,33 20,81
Carnadba + L + 3TJP 97,39 97,94 2,06 3,39 21,20

MS: matéria seca; MO: matéria organica; MM: matéria mineral; N: nitrogénio; PB: proteina
bruta.

2.5. Avaliagéao do processo de microencapsulagao
2.5.1. Rendimento de microencapsulacdo
O rendimento da microencapsulacao foi baseado nas massas da lisina, da
cera com e sem tanino e lecitina de soja (emulsificante) e na massa apds a secagem
(final), utilizando a férmula: RM= (MF/MI) x 100; Onde: RM = Rendimento da
microencapsulacao; MFinal: Massa do produto microencapsulado apds secagem;
Minicial: Massa seca de lisina, tanino, cera e lecitina.

2.5.2. Eficiéncia de microencapsulagao
A eficiéncia do processo de microencapsulacéo de lisina pela matriz de cera
foi determinada pela relagdo entre o teor de lisina retido e o inserido através da
formula: %EM= (Lretido/Linserido) x 100; Onde: EM = Eficiéncia da
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microencapsulacao; Lretido = Teor real de lisina retido; Linserido = Teor de lisina

inserido.

2.6. Avaliacao e caracterizacao dos sistemas microencapsulados
2.6.1. Calorimetria exploratdria diferencial

As curvas de CED foram obtidas em calorimetro diferencial de varredura
modelo CED-60, marca Shimadzu, sob atmosfera inerte (Nitrogénio), em fluxo de 50
mL/min, taxa de aquecimento de 10 °C/min, em uma faixa de temperatura de 30 a
400 °C, utilizando cadinho de platina contendo em torno de 3 mg de amostra. A
plotagem das curvas de CED e a analise de dados foram realizadas no software
OriginPro 8, em que foi considerada a temperatura de pico dos eventos.

2.6.2. Atividade de agua
A atividade de agua foi avaliada em um medidor de atividade de agua
modelo (LabStart-aw-Novasina).

2.6.3. Teor de matéria seca
O teor de matéria seca (MS) foi determinado em estufa com circulacao e
renovacao de ar TE-391/1 (Marca Tecnal) a 105 °C.

2.6.4. Teor de proteina bruta
A quantificacdo do nitrogénio foi realizada através do método de Kjeldahl,
descrito por AOAC (2012). Os dados obtidos foram analisados para quantificar o
nitrogénio da amostra a partir da férmula: %N=V x N x F x 0,014 x 100/m
Em que: N = normalidade do acido cloridrico; F = fator de corre¢do do acido
cloridrico; 0,014 miliequivalente-grama do nitrogénio; V= volume do acido cloridrico

gasto na titulagdo, em mL; m = peso da amostra, em g.

2.6.5. Microscopia eletrénica de varredura
Para a realizacao das micrografias, as amostras foram fixadas em substrato
de aluminio (stub) utilizando fita adesiva dupla face e em seguida metalizadas com
ouro. As micrografias foram realizadas no microscopio eletronico de varredura (MEV)
com canhdo a emissdo por campo, marca FEIl, modelo Quanta FEG 250, com
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tensdo de aceleracao de 15 kV spot size 5,0 e detector vCD (Detector de baixa

voltagem e alto contraste).

2.7. Delineamento e analise estatistica

Embora o objetivo seja caracterizacao, a atividade de agua (aW) e os teores
de matéria seca (MS) e de proteina bruta (PB) dos encapsulados foram avaliados
através do delineamento inteiramente casualizado (DIC), com os tratamentos em
fatorial 2x4 (cera x tanino).

Os dados foram avaliados por analises de variancia e de regressao (nivel de

tanino), e as médias comparadas pelo teste de tukey (p<0,05).
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3. RESULTADOS
3.1. Rendimento de microencapsulacao

Os sistemas microencapsulados protegidos com a CA apresentaram
rendimentos, com valores de 75,66; 77,46; 78,48 e 79,46% para CA+Lys+0TJP;
CA+Lys+1TJP; CA+Lys+2TJP e CA+Lys+3TJP, respectivamente. J& quando o
material de parede foi a CC os rendimentos foram de 80,15; 84,10; 84,29 e 84,47 %,
CC+Lys+0TJP, CC+Lys+1TJP, CC+Lys+2TJP e CC+Lys+3TJP, respectivamente
(figura 1).

120.00 -

100.00 m Cera de Abelha m Cera de Carnauba

80.00 -

60.00 -

RENDIMENTO (%)

40.00 -

20.00 -

0.00 -

1T 2T
TANINO DE JUREMA PRETA

Figura 1. Rendimento de microencapsulacao da lisina em matriz de cera de abelha e de
carnauba, enriquecimento com (1, 2 e 3%) de Tanino de Jurema Preta (TJP) na
formulacdo de 2:1.

3.2. Eficiéncia de microencapsulacao
A quantificacdo do teor de nitrogénio da Lys e dos dois sistemas
microencapsulados permitiu estimar os valores de PB e calcular a EM através do
nitrogénio total presente em cada amostra, como mostra os resultados na (tabela 2).
Os resultados da analise da EM da Lys, apresentados na (tabela 2),
mostram que tanto a CA quanto a CC apresentam uma eficiéncia de encapsulagcéao
variando de (81,22+0,85 a 8541+1,35) e (84,520,244 a 87,83%5,23)
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respectivamente, sendo consideravel em todas as concentracées de TJP (1, 2 e
3%).

Observa-se que a EM é consistentemente alta, sendo acima de 80%, para
todas as formulacdes. Isso indica que a técnica de microencapsulacao foi eficaz,
independentemente da concentracao de TJP usada.

No entanto, é importante notar que a EM parece aumentar ligeiramente com
o aumento da concentracao de TJP, especialmente para a CA. Isso sugere que a
adicédo de TJP pode melhorar a EM da Lys.

Tabela 2. Eficiéncia da microencapsulacao dos materiais avaliados.

Lisina/ Teor de lisina
; N total (%) PB (%) . . Eficiéncia (%)
Formulacoes inserido (%)
Lisina 12,57+0,47 78,5442,22 100 -
CA+Lys+0TJP  3,35+0,03 20,94+0,19 33,33 81,06+0,73
CA+ Lys +1TJP  3,3610,04 20,9810,22 33,33 81,22+0,85
CA+ Lys +2TJP  3,49+0,08 21,81+0,47 33,33 84,44+0,47
CA+ Lys +3TJP  3,53+0,06 22,06%0,35 33,33 85,41+1,35
CC+ Lys+0TJP  3,33#0,02 20,83%0,10 33,33 80,65+0,37
CC+ Lys +1TJP  3,49+0,04 21,83%0,24 33,33 84,52+0,24
CC+ Lys +2TJP  3,52+0,17 22,02+1,05 33,33 85,25+4,06
CC+ Lys +3TJP 3,63+0,22 22,69+1,35 33,33 87,8315,23

A EM foi de 81,06+0,73; 81,22+0,85; 84,44+0,47 e 85,41+1,35 para
CA+Lys+0TJP; CA+Lys+1TJP; CA+Lys+2TJP e CA+Lys+3TJP, respectivamente,
onde foi observada maior retencao de Lys na CA+Lys+3TJP.

Ja para CC obtivemos EM de 80,65+0,37; 84,52+0,24; 85,25t4,06 e
87,8315,23 correspondentes a CC+Lys+0TJP; CC+Lys+1TJP; CC+Lys+2TJP e
CC+Lys+3TJP, destaque para ultima que obteve maior eficiéncia de retencdo da
Lys.

3.3. Calorimetria exploratéria diferencial
As curvas de Calorimetria exploratoria diferencial (CED) da CA, Lys, TJP e
CA + Lys + 1, 2 e 3% de TJP encontram-se na (figura 2) a seguir.
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Figura 2. Curva de calorimetria exploratéria diferencial (CED) da Cera de Abelha (A), Lisina
(L), Extrato Téanico da Jurema Preta (T), Cera de Abelha+lisina (A+L) e Cera de
Abelha+Lisina+1, 2 e 3% de Tanino (A+L+T1, T2 e T3) em fungao da temperatura.

Observa-se que os eventos térmicos abaixo de 100 °C correspondem a
perda de umidade de cada material. A CA apresentou evento endotérmico (Evento
1) em 68 °C, relativo a sua fusado e outro evento endotérmico (Evento 2) em 385 °C,
relacionado a sua degradacao térmica. A Lys apresentou trés eventos endotérmicos
em 83, 264 e 309°C. Ja o TJP apresentou evento endotérmico em 99 °C.

Quanto aos sistemas microencapsulados, observa-se que os eventos das
fases isoladas (cera, lisina e TJP) se mantiveram ou sofreram alguma alteragéo de
acordo com a presencga ou auséncia de TJP e com o nivel crescente deste.

E possivel observar que a Lys microencapsulada apresentou maior
temperatura de degradagéo térmica (Evento 3 para a Lys e Evento 4 para os
materiais microencpasulados) em relagéo a sua forma livre, atestando a protecéo da
matriz encapsulante CA.

Nos sistemas microencapsulados, o evento 2 ndao é proveniente de nenhuma
das fases isoladas (cera, Lys e TJP), mas esta presente em todos eles. O Unico
material que apresenta evento térmico (Largo) nessa faixa € o TJP, porém n&o tem
como associar com ele, pois esse evento apareceu também para o material que nao

possui inclusédo de TJP.
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Na tabela 3 a seguir, observa-se os principais eventos das curvas de CED
da CA, Lys, TUPe CA +Lys + 1,2 e 3% de TJP.

Tabela 3. Principais eventos das curvas de calorimetria exploratéria diferencial (CED) dos
diferentes material, com destacados para os pontos de minimo e de maximo.

MATERIAL Evento 1 (°®C) Evento 2 (°C) Evento 3 (°C) Evento 4 (°C)

A 68 385 - -

L 83 264 309 -

T 99 - - -
A+L 72 119 268 343
A+L+TH 61 136 241 360
A+L+T2 69 129 264 340
A+L+T3 69 130 251 357

A = Cera de Abelha; L = Lisina; T = Extrato Tanico da jurema; A+L = Cera de Abelha +
lisina; A+L+T1 = Cera de Abelha + Lisina + 1% de tanino; A+L+T2 = Cera de Abelha + Lisina
+2% de tanino; A+L+T3 = Cera de Abelha + Lisina + 3% de tanino.

Na figura 3 encontram-se as curvas de CED da CC, Lys, TJP e sistemas

microencapsulados em funcao da temperatura.
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Figura 3. Curva de calorimetria exploratéria diferencial (CED) da Cera de Carnauba (C),
Lisina (L), Extrato Tanico da Jurema Preta (T), Cera de Carnauba+lisina (C+L) e
Cera de Carnauba+Lisina+1, 2 € 3% de Tanino (C+L+T1, T2 e T3) em fungéo da
temperatura.
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A CC apresentou evento endotérmico em 82 °C, relacionado com seu ponto
de fusao, visto que a mesma funde entre 80 e 85 °C. A Lys apresentou trés eventos
endotérmicos em 83, 264 e 309 °C. Ja o TJP apresentou evento endotérmico em 99
°C.

Quanto aos sistemas microencapsulados, observa-se os eventos das fases
isoladas (cera, Lys e TJP) se mantiveram ou sofreram alguma alteracao de acordo
com a presencga ou auséncia de TJP e com o nivel crescente deste.

Observa-se também que a Lys microencapsulada apresentou maior
temperatura de degradacao térmica (Evento 3) em relacdo a sua forma livre,
atestando a protecdo da matriz encapsulante CC. Essa protecdo frente a
temperatura foi préximo paraC + L e C + L + T1, apresentando maior valor para C +
L + T2 e uma diminuigao para C + L + T3.

Ja a C + L + T2 apresentou um primeiro evento endotérmico em 76 °C,
podendo ser resultado da sobreposicao das temperaturas de ponto de fusao da CC
e do evento apresentado pelo TJP/Lys ou mesmo ser um material com mais
umidade.

Na tabela 4 a seguir, observam-se os principais eventos das curvas de CED
da CC, Lys, TUPe CC +Lys + 1, 2 e 3% de TJP.

Tabela 4. Descricao dos pontos de minimo (evento 1), intermediarios (evento 2) e maximos
(evento 3) das curvas de calorimetria exploratoria diferencial (CED) dos diferentes
material destacado na figura 4 em fungéo da temperatura.

MATERIAL Evento 1 (°C) Evento 2 (°C) Evento 3 (°C)
C 82 - -
L 83 264 309
T 99 - -

C+L 85 266 339
C+L+Tt1 84 264 340
C+L+T2 76 257 362
C+L+T3 83 250 324

C = Cera de carnauba; L = Lisina; Tanino (T) da Jurema Preta; C+L = Cera de Carnauba
associado a Lisina; C+L+T1 = Cera de Carnauba com Lisina e Tanino a 1%, C+L+T2 =
Cera de carnauba com Lisina e Tanino a 2% e C+L+T3 = Cera de carnauba com Lisina e
Tanino a 3%.
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3.4. Atividade de agua

Os dados referentes aos valores de atividade de agua (aW) dos
encapsulados de Lys associados aos niveis (1, 2 e 3%) de TJP sao descritos na
(tabela 5), onde as médias com letras maiusculas diferentes na linha diferem entre
niveis de TJP e médias com letras minusculas diferentes na coluna diferem entre
tipo de cera.

Observa-se que houve interacéo (p>0,05) entre os niveis de TJP para a aW,
com a CA + 3% TJP apresentou valor significativamente maior em comparacao ao
nivel de 2% TJP, mas sendo préximo aos demais niveis. Para CC destaque para o
nivel controle 0% TJP que diferiu estatisticamente dos demais niveis. Ao avaliar os
cerideos evidencia-se que no nivel controle 0% TJP a CC se sobressaiu da CA,
repetindo-se de maneira inversa no nivel 3% TJP onde a CA obteve elevado valor a
CC. Com excecao dos niveis 1 e 2% TJP os valores obtidos sdo proximos.

A seguir na tabela 5, sdo apresentados os valores correspondentes a aW
dos encapsulados CA e de CC + Lys associados aos niveis de 0, 1, 2 e 3% de TJP.

Tabela 5. Valores de atividade de agua (aW) dos encapsulados ceras de abelha (CA) e de
carnauba (CC) + Lys associados aos niveis de 0, 1, 2 e 3% de tanino da Jurema
Preta (TJP).

Nivel de tanino (TJP)
Encapsulados

0 1 2 3
Atividade de agua
CA-+Lisina 0,46 ABb 0,47 ABa 0,45 Ba 0,48 Aa
CC+Lisina 0,49 Aa 0,46 Ba 0,45 Ba 0,44 Bb

Médias com letras maiusculas diferentes na linha diferem entre niveis de tanino (p>0,05);
Médias com letras minusculas diferentes na coluna diferem entre tipo de cera (p>0,05).

3.5. Teor de matéria seca

Os dados referentes ao teor de matéria seca (MS) dos encapsulados de Lys
associados aos niveis (1, 2 e 3%) de TJP sao descritos na (tabela 6), onde as
médias com letras maiusculas diferentes na linha diferem entre niveis de TJP e
médias com letras minusculas diferentes na coluna diferem entre tipo de cera.

Verifica-se na tabela 6, que houve interagédo (p<0,05) entre os niveis de TJP,
dentro do fator CA os niveis 2 e 3% sao elevados quando comparado com 0s
demais niveis, com o nivel controle 0% TJP apresentando o menor valor (93,41).

Entretanto para CC os niveis 1, 2 e 3% TJP séao préximos (p>0,05) com o nivel
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controle 0% TJP. Quando confrontado os cerideos verifica-se que os niveis 2 e 3%
sdo proximo para cada cera. Ja para os niveis controle 0 e 1% TJP a CC se
sobressai com valores mais elevados do que a CA.

Tabela 6. Valores do teor de matéria seca (MS) dos encapsulados ceras de abelha (CA) e
de carnauba (CC) + Lys associados aos niveis de 0, 1, 2 e 3% de tanino da Jurema
Preta (TJP).

Nivel de tanino (TJP)

Encapsulados

0 1 2 3
Teor de matéria seca (%)
CA-+Lisina 93,41Cb 95,86 Bb 97,41 Aa 97,05 Aa
CC-+Lisina 94,75 Ba 97,71 Aa 97,53 Aa 97,39 Aa

Médias com letras mailsculas diferentes na linha diferem entre niveis de tanino (p>0,05);
Médias com letras minusculas diferentes na coluna diferem entre tipo de cera (p>0,05).

3.6. Teor de proteina bruta

Os dados referentes aos valores proteina bruta (PB) da Lys e dos
encapsulados com Lys associados aos niveis (1, 2 e 3%) de TJP sao descritos na
(tabela 7).

Para a combinacao CA+Lys, o valor da PB aumenta a medida que o nivel de
TJP aumenta de 0%TJP (20,94) para 3% TJP (22,00).

Para a combinacdo CC+Lys, o valor da PB também aumenta a medida que
o nivel de TJP aumenta de (20,44) 0%TJP para (23,06) 3%TJP.

Houve diferenga estatistica significativa entre os niveis de TJP (p<0,05),
onde os niveis de inclusdo 2 e 3%TJP séo préximos e diferem dos demais para
ambos cerideos. Quando comparados os tipo de cera houve diferenca (p>0,05) para
os niveis 1, 2 e 3%TJP.

Tabela 7. Valores do teor de proteina bruta (PB) dos encapsulados ceras de abelha (CA) e
de carnauba (CC) + Lys associados aos niveis de 0, 1, 2 e 3% de tanino da Jurema
Preta (TJP).

Nivel de tanino (TJP)
0 1 2 3
Teor de proteina bruta (%)
CA-+Lisina 20,94+0,13Ba 21,00+0,15Bb 21,88+0,33 Ab 22,00+0,25 Ab
CC-+Lisina 20,44+0,31 Ca 22,00+0,51 Ba 22,56+0,81Aa 23,06+1,00 Aa

Médias com letras maiusculas diferem entre niveis de tanino (p>0,05);
Médias com letras minusculas diferem entre tipo de cera (p>0,05).

.Encapsulados
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3.7. Microscopia eletronica de varredura

Os componentes utilizados na microencapsulacdo foram submetidos a
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). As micrografias da CC, CA, Lys e o
extrato do TJP encontram-se reunidas na Figura 4 abaixo. A MEV da CC fornece
informacdes detalhadas sobre a superficie, porosidade e aparéncia da cera. A
imagem mostra uma superficie irregular com varias protuberancias e depressoes,
indicando uma textura complexa e porosa, integra, indicando dificil invasao do seu
interior (figura 4 A). Observa-se na (figura 4 A), a superficie da CC é altamente
texturizada com formas irregulares.

Figura 4. Micrografias eletrénicas de varredura: a) Cera de Carnauba; b) Cera de Abelha; c)
Lisina; d) Extrato Tanico da Jurema Preta.

Existem estruturas proximas a flocos ou placas espalhadas pela superficie, 0
que pode indicar a presenca de cristais de cera. A presenca de protuberancias e
depressdes na superficie sugere uma certa porosidade. Isso pode ter implicagdes na
forma como a cera interage com outros materiais ou substéancias. A aparéncia geral
da CC na imagem € de uma superficie aspera e irregular. Isso é tipico de muitos

materiais naturais.
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Observou-se que a CA (figura 4 B) apresentou superficie bastante irregular e
aspera. Existem varias elevacbes e depressbes, além de formacdes que se
assemelham a fragmentos ou flocos. Alguns desses fragmentos parecem estar
sobrepostos uns aos outros, o que contribui para a textura complexa. Sua
porosidade é claramente visivel na imagem. H& muitos poros pequenos espalhados
pela superficie. Esses poros variam em tamanho e forma, o que pode indicar a
complexidade da estrutura interna da CA. Sua aparéncia € de uma estrutura
complexa e detalhada.

Os detalhes técnicos podem ser obtidos a partir dos parametros listados na
parte inferior da imagem, como o0 aumento e as configuracdes do equipamento, a
escala na parte inferior direita indica que a largura da imagem é de
aproximadamente 40 um. Na parte inferior, ha informacbes técnicas sobre a
configuragdo do microscopio, incluindo ampliagdo (3000x), voltagem (20.00 kV),
entre outros parametros (figura 4 B).

Na (figura 4 C) tem a MEV da Lys, verifica-se que a textura da superficie é
aspera com varias elevacdes e depressdes, com algumas areas parecendo mais
suaves. Sobre suas estruturas ndo ha formas distintas ou reconheciveis; tudo
parece abstrato devido ao alto nivel de ampliagdo. Na parte inferior da imagem, ha
detalhes técnicos, incluindo configuracbes e medidas relacionadas ao microscépio
eletrénico usado para capturar esta imagem. A escala na parte inferior direita indica
que a largura da imagem € de aproximadamente 30 um para dar uma nogado do
tamanho das estruturas visiveis na imagem.

Na (figura 4 D) temos a MEV do extrato tanico da Jurema Preta, onde a
imagem mostra uma superficie irregular e texturizada, estruturas cristalinas ou
compostos minerais parecem estar presentes, com formas irregulares e tamanhos
variados. A imagem mostra superficie aspera e irregular, com varias formas e
texturas visiveis, préximo a um terreno rochoso. Ha formagdes maiores, de forma
irregular, espalhadas por toda a imagem, cercadas por estruturas granulares
menores. Na parte inferior da imagem, ha detalhes técnicos, incluindo configuracdes
e medidas relacionadas ao microscopio eletrénico usado para capturar esta imagem.
Os detalhes incluem HV, tamanho do ponto, tempo de permanéncia, tempo de
quadro, distancia de trabalho (WD), ampliacdo (mag) e barra de escala. A escala na
parte inferior indica que a largura da imagem é de aproximadamente 40 pum

(micrémetros).
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4. DISCUSSAO
4.1. Rendimento de microencapsulacéo

Os resultados obtidos para rendimento de microencapsulacao da lisina com
CA ou CC associada com TJP como material de parede indicam que a técnica de
emulsificacao e secagem em estufa foi adequada, ndo havendo perdas expressivas
durante o0 processamento dos materiais, apesentando rendimento de
microencapsulacéo, acima de 80%, em todas as concentracodes (figura 1).

Mesmo considerando os rendimentos satisfatérios é importante destacar que
as perdas observadas podem esta relacionada com a transferéncia das amostras da
fase de emulsdo para os recipientes de secagem.

Na secagem em estufa a uma temperatura mais elevada pode formar uma
camada de crosta ao redor das particulas que pode resultar em menor transferéncia
de massa. Por outro lado, a liofilizagdo implica a sublimagdo do gelo sob baixa
pressdo, de modo que ajuda a remover a agua ligada através do fendmeno de
retirada de substancia (dessorcao).

Essas perdas segundo (Carvalho et al., 2019) podem ser atribuidas a
viscosidade intrinseca da amostra e a sua tendéncia a solidificacdo em temperatura
ambiente. Aspecto que referendado por Barreto et al. (2015) que recomenda
considerar esses fatores em qualquer processo de producédo de encapsulamento.

Os resultados obtidos validam a eficacia da técnica de emulsificacdo para a
microencapsulacao dos componentes (nucleo e encapsulante) investigados neste
estudo. Isso indica que a emulsificacdo se mostra como uma técnica adequada para
a microencapsulagdo desses componentes especificos, corroborando a robustez e a
aplicabilidade do método em questao.

Nossos resultados para a cera de abelha (CA) foram menores em
comparagcdo com os dados apresentados por Carvalho et al. (2019), que
trabalharam com ureia microencapsulada através de emulsificagédol/liofilizacao,
resultando em valores de 92,53% sem enxofre e 90,80% com enxofre para o RM.
Nesse caso o maior rendimento atribuido a carvalho foi conferido ao método de
secagem do material sob baixa pressdo, de modo que ajuda a remover a agua
ligada através da dessor¢ao.

Da Silva et al. (2023) ao empregar a técnica de emulsificacao/liofilizacdo
para a microencapsulagédo de ureia enriquecida com uma fonte de enxofre, utilizando

cera de carnauba (CC) e CA, como materiais de parede obtiveram valores que
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oscilaram entre 92,9% a 107%. Por outro lado, Carvalho Neto et al. (2019) utilizando
a mesma técnica obtiveram rendimento para a CC no processo de
microencapsulacao da metionina, de 82,33% e 78,5% para as formulagdes 2:1 e 4:1
respectivamente. Embora a técnica utilizada pelos autores para encapsular
metionina seja diferente, ou seja, feita pela técnica de Fusdo-emulsificacdo e
secagem em estufa, os rendimentos da encapsulacao foram préximos.

Resultados préximos sao reportados por Medeiros et al. (2019), que
microencapsularam ureia com CC em trés formulacdes (1:2, 1:3 e 1:4 de nucleo e
encapsulante) através da técnica de emulsificacao/liofilizacdo, alcancando valores
de RM de 91,6%, 88,4% e 87,8%, respectivamente. Situacdo préxima ocorreu com
resultados de Netto et al. (2021), que usou o0 mesmo cerideo e também aplicou a
técnica de emulsificacao/liofilizagdo em duas formulacdes (1:2 e 1:4 de nuicleo e
encapsulante), obtendo valores de RM de 92,1% e 87,5%, respectivamente.

De uma forma geral os aminoacidos podem ter um impacto consistente no
RM, independentemente da técnica utilizada, o que reforca a afirmacao de Barreto et
al. (2015) de que a técnica e o nucleo desempenham papéis significativos para a
eficiéncia do processo. Todavia, quando a técnica de microencapsulacao é alterada,
mas a substancia a ser encapsulada for um aminoacido a tendéncia € que o0s
resultados sejam proximos.

E importante destacar que a associacdo dos cerideos com o tanino da
Jurema Preta nao afetou o rendimento a eficiéncia da encapsulagéo. Neste sentido,

a presencga do tanino nao resultou em aumento da protecao da lisina.

4.2. Eficiéncia de microencapsulacéao

Os resultados obtidos indicam que os dois cerideos tiveram eficiéncia de
microencapsulacao (EM) desejavel, podendo chegar a valores maiores repetindo a
mesma técnica de emulsificacdo, se atentando a viscosidade do material
processado nas formulagdes. Diante desse contexto pode-se afirmar que os dois
cerideos atua como excelentes agentes para microencapsular a lisina, uma vez que
reteve grande parte do conteudo inserido durante o processo.

A EM é um aspecto crucial na analise de formula¢des nutricionais. Ela se
refere a capacidade de um processo de microencapsulagdo em encapsular
efetivamente um nudcleo dentro de um revestimento ou capsula. A EM também pode

afetar a taxa e o grau em que o nucleo € liberado quando consumido. Isso é
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importante para garantir que o nutriente encapsulado seja liberado e absorvido de
maneira eficaz.

Podendo ser influenciada por vérios fatores, incluindo o tipo de nucleo usado
(por exemplo, diferentes aminoacidos) e a técnica de microencapsulagao
empregada. Além disso, essas analises permitiram determinar a porcentagem real
de Lys nas formulacdes. Portanto, conhecer a sua porcentagem nas formulacoes é
fundamental. Com base nessas informagdes, foi possivel investigar a EM, um
processo que pode melhorar a estabilidade e a biodisponibilidade de nutrientes
como a Lys.

Os resultados que obtivemos para a EM sao préximos aos relatados por Da
Silva et al. (2023). Eles utilizaram a técnica de emulsificacao/liofilizacdo para a
microencapsulagdo de ureia, que foi enriquecida com uma fonte de enxofre. Os
materiais de parede usados foram CC e CA. Eles alcangaram altas EM, com os
seguintes valores: 98,3% para CA sem enxofre, 94,5% para CC sem enxofre, 97,1%
para CA com enxofre e 75,6% para CC com enxofre. Portanto, nossos resultados
para a EM estdo em consonancia com essas descobertas.

Os resultados que obtivemos diferem dos apresentados por Carvalho et al.,
(2019). No estudo deles, a EM do sistema que utilizou ureia microencapsulada com
CA, mas sem adicao de enxofre, foi de 99,60%%3,1. Ja o sistema que incluiu uma
fonte de enxofre alcangcou uma EM de 98,51%%2,7. Ambos os valores sé&o
superiores aos que conseguimos em nosso estudo.

Em comparacao com o estudo de Carvalho Neto et al. (2019), que empregou
CC para microencapsular a metionina em dois sistemas (2:1 e 4:1) usando a técnica
de Fusao-emulsificacdo, nossos resultados de EM foram inferiores. No estudo deles,
ambos os sistemas alcancaram uma alta EM superior a 97,5%. Notavelmente, o
sistema 2:1 atingiu uma EM de 99,65%.

Netto et al. (2021) em seu estudo, conseguiu resultados de EM muito
préoximos para as duas formulagées de ureia microencapsulada em matriz lipidica de
CC que ele estudou (2:1 e 4:1). Ele obteve valores de EM de 99% e 99,5%,
respectivamente, usando a técnica de emulsificacaol/liofilizacdo. Esses resultados
S&0 superiores aos que conseguimos em nosso estudo.

A EM é um parametro importante na avaliacdo da qualidade e eficacia de
formulagbes nutricionais. Através de analises cuidadosas, € possivel otimizar este

processo para melhorar a estabilidade, protecéo e liberagdo de nutrientes.
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4.3. Calorimetria exploratéria diferencial

A técnica de Calorimetria Exploratéria Diferencial CED permite determinar a
temperatura de fusdo (Eventos endotérmicos), fator de grande influéncia em sistema
de liberagédo controlada em que o encapsulante é um cerideo, fornece informacoes
relacionadas a sua estabilidade e das adequadas condigcbes de armazenamento do
material, assim como o grau de pureza dos materiais utilizados nas formulacgdes.

Essa diminuicdo para o maior nivel de inclusdo de TJP se explica porque
quanto mais material inserido na microparticula, maior a possibilidade de mais
nucleo (lisina) proximo a superficie, ou seja, mais suscetivel a uma degradacao ou
liberacao mais rapida (Netto et al., 2021).

A técnica CED nao depende de mudancas na massa, mas sim na energia
presente nos materiais, que pode ser modificada através de processos quimicos,
tais como oxidacao (Lima et al.,, 2023), reducao (Medeiros et al., 2019). A CED
permite a identificacdo da temperatura de fusdo, sendo importante em sistema de
liberacao regulada, principalmente quando a substancia encapsulante é um cerideo,
pois é o ponto em que ele passa do estado sélido para o liquido, liberando o material
encapsulado, também avalia a estabilidade térmica e oxidativa do cerideo, que pode
influenciar na sua degradagao e na eficacia e estimar o grau de cristalinidade do
cerideo, que pode afetar as propriedades mecanicas, épticas e de permeabilidade
do material.

Em geral, embora a CC apresente maior estabilidade térmica, maior ponto
de fusdo e maior dureza que a CA, ambas oferece protecdo térmica a Lys em
comparagcdo a mesma livre, essa protecdo pode ser reproduzida no ambiente
ruminal (Lima et al., 2023), possibilitando a liberagdo gradual (Medeiros et al., 2019)
e otimizando a utilizagdo deste ingrediente na dieta de ruminantes.

A CC apresentou ponto de fusdo que foi de 82 °C préximo aos 83 e 84 °C
encontrados por Milanovic et al. (2010) e aos 80 °C obtidos por Leite et al., (2011).
Ja Lacerda et al., (2011) obteve ponto de fusdo de 83,9 °C. Ja para Rossan (2011) a
CC apresenta ponto de fusao entre 83 a 86 °C.

O ponto de fusdo da CA foi de 68 °C, corroborando aos resultados obtidos
por (Syecnjak et al., 2019) que obtiveram 64 °C e por Carvalho et al., 2019) que
utilizaram metodologia préxima observaram valor de 68 °C.

As representacoes graficas da CED (ilustradas nas figuras 2 e 3) indicam
que a temperatura de fusdo dos cerideos em sistemas de microencapsulacéo
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permaneceu constante em comparagao com as ceras nao encapsuladas. Isso atesta
a compatibilidade quimica entre a Lys e o0s materiais de encapsulamento,
assegurando protecdo sem interagcdes que, se ocorressem, poderiam afetar a
liberacao da Lys.

A manutencdo do ponto de fusdo caracteristico das ceras também indica
que é seguro armazenar as microparticulas ou utiliza-las em processamentos que
envolvam calor até cerca de 68 °C para os sistemas com CA e 82 °C para os

sistemas com CC.

4.4. Atividade de agua

Os dados de atividade de agua (aW) mostraram que todas as formulacoes
indicam um sistema microbiologicamente seguro e estavel, sem perigo de
degradacao. Os valores obtidos neste trabalho variou de 0,48 no tratamento
CA+Lys+3T e 0,44 no tratamento CC+Lys+3T, estando em consonéncia com a
recomendagao de Gock et al. (2003), que estabeleceram o valor minimo de 0,7 para
permitir a germinag&o de microrganismos.

Variagao no conteudo de agua dos alimentos vai determinar uma maior ou
menor aW nos alimentos, neste sentindo (Medeiros et al., 2019) destacam uma
possivel influencia desta varidvel no controle da taxa de degradagdo por
microrganismos, bem como reagdes enzimaticas e quimicas que ocorrem durante o
armazenamento (Fellows, 2006).

Portanto, estes resultados confirmam que os sistemas microencapsulados
de lisina em matriz de CC+Lys associado ao tanino da Jurema Preta exibiram
resultados satisfatorios, indicando uma possivel estabilidade microbiologica.

Os dados de atividade de agua (aW) mostraram que todas as formulagdes
indicam um sistema microbiologicamente seguro e estavel, sem perigo de
degradacao. Isso esta em consonancia com Gock et al. (2003), que estabeleceram o
valor minimo de aW para a germinac¢ao de microrganismos como 0,7.

Portanto, verificou-se que o0s sistemas microencapsulados exibiram
resultados satisfatdrios, demonstrando estabilidade microbioldgica. O conteudo de
agua é crucial na fabricacao de alimentos, pois influencia diretamente o controle da
taxa de degradacao por microrganismos, bem como reac¢des enzimaticas e quimicas

que ocorrem durante o armazenamento (Fellows, 2006).
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4.5. Teor de proteina bruta

As analises de nitrogénio possibilitaram a estimativa do conteddo
equivalente de proteina bruta (PB). Aspecto importante, pois o teor de PB é um
indicador importante da qualidade nutricional de qualquer alimento a ser utilizado
pelos animais.

Esses resultados podem ter implicagdées importantes para a nutricado animal.
A Jurema Preta € uma planta conhecida por seu alto teor de taninos (Pereira Filho et
al., 2005) que podem ter efeitos antinutricionais. No entanto, este estudo sugere que
a adicao de TJP pode realmente aumentar o conteudo de PB, possivelmente através
de mecanismos como a protecdo das proteinas contra a degradagado no rumen,
conforme descrito por (Aguiar et al, 2023) quando avaliaram digestibilidade,
equilibrio de nitrogénio, 4gua e energia em ovinos a alimentados por feno de Jurema
Preta e feno de capim buffel.

A diferenca nos resultados entre a CA e CC sugere que o tipo de cera usada
para encapsular a Lys também pode afetar o conteldo de PB. Isso abre novas
possibilidades para a otimizagdo da nutricao animal através da manipulacao do tipo
de cera e do nivel de TJP. No entanto, mais pesquisas sd0 necessarias para

confirmar esses resultados e explorar seus mecanismos subjacentes.

4.6. Microscopia eletrénica de varredura

A Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) emprega feixes de elétrons
para alcancar uma resolugao superior das amostras, ao contrario dos microscopios
tradicionais que operam com luz visivel. Esses elétrons, de comprimento de onda
curto e alta voltagem, quando direcionados, geram imagens de alta definigéo,
exibindo a profundidade da superficie do material analisado, bem como
caracteristicas estruturais e identificacdo de elementos quimicos (Dedavid;
Machado; Gomes, 2007).

A CC apresenta superficie irregular com varias protuberancias e depressoes,
indicando uma textura complexa e porosa, integra, indicando dificil invasao do seu
interior, informagdes que corroboram com Carvalho Netto et al. (2019), que a MEV
da CC apresentou superficie lisa, com pequenas elevagbes e algumas rugas,
entretanto selada, sem porosidades, integra, mostrando-se uma agente de dificil

invasao do seu interior.
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Ja para CA observou-se aparéncia superficie bastante irregular, aspera e
existem varias elevacdes e depressoes, além de formagdes que se assemelham a
fragmentos ou flocos. Diferente de Carvalho et al. (2019) observou-se na CA

superficie pouco irregular, integra, selada, sem porosidade e lisa.
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5. CONCLUSAO

A utilizagdo das ceras de abelha e de carnauba como matriz lipidica
associada com o tanino da Jurema Preta como agentes encapsulantes apresenta
rendimentos e eficiéncia na microencapsulacao da lisina, e com elevada estabilidade
térmica.

As formulagbes com 3% de tanino da Jurema Preta, independente do
cerideo utilizado, resultam em maior quantidade de matéria seca e de nitrogénio
retido na microcapsula de lisina, recomenda-se o sistema microencapsulado:
CC+Lys+3TJP.
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CAPITULO II

Cinética de degradabilidade in vitro, in situ e parametros ruminais da lisina
microencapsulada em diferentes cerideos enriquecida com tanino da Mimosa

tenuiflora
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Resumo

As proteinas microbianas, dependendo do nivel de producédo animal, nem sempre
atende as exigéncias de proteina, especialmente de aminoacidos essenciais aos
animais. Obijetivou-se avaliar a lisina (Lys) microencapsulada com cera de abelha
(CA) e carnauba (CC) e enriquecida com (1, 2 e 3%) de tanino de Jurema Preta
(TJP), em relacdo a cinética de degradacao in vitro, in situ, pH e temperatura
ruminal. A avaliagdo in vitro foi realizada na Daisy" Ankom, os sistemas
microencapsulado foram submetidas a analises de liberacao in vitro da matéria seca
(MS) e da proteina bruta (PB). Os tempos de incubacao utilizados foram de (0, 30,
60, 120, 360, 720, 1440 e 2880 min). A avaliacao in situ utilizou-se um ovino, macho,
fistulado no rumen, peso médio de 40 kg, com a degradacao ruminal avaliada em
parcela subdividida, com os tratamentos em fatorial 2 x 4 (tipo de cera e nivel de
tanino), replicado em quatro periodos no mesmo animal. Nao houve interacdo entre
cera e nivel de tanino (P>0,05) para degradacao e retencao da MS. Houve diferencga
estatistica na retencao da MS entre CA e CC em varios tempos de incubacao (15;
1444 e 2880 min). O pH e temperatura ruminal se mantém relativamente constante
ao longo dos periodos de incubacao. O encapsulamento da lisina em matriz lipidica
de CA e de CC, associada ao TJP resulta em aumento da MS e do nitrogénio nao
degradado, tanto na avaliacao in vitro (Daisy) e in situ (animal fistulado), e sem
comprometer o pH e a temperatura ruminal. A CC foi mais eficiente do que a CA na
protecdo da PB contra a degradacao ruminal, e que o tempo de incubacdo in situ
influenciou a retencédo e degradacdo da PB dos encapsulados, independente dos
niveis de TJP. Sendo assim, recomenda-se o0 sistema microencapsulado:
CC+Lys+3TJP.

Palavras-chave: compostos fendlicos; degradabilidade ruminal; pH ruminal; proteina

protegida; temperatura ruminal;
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Abstract

Microbial proteins, depending on the level of animal production, do not always meet
the protein requirements, especially essential amino acids for animals. The objective
of this study was to evaluate lysine (Lys) microencapsulated with beeswax (BW) and
carnauba (CW) and enriched with (1, 2 and 3%) Jurema Preta tannin (TJP), in
relation to in vitro degradation kinetics, in situ, pH and rumen temperature. The in
vitro evaluation was carried out at Daisy" Ankom, the microencapsulated systems
were subjected to in vitro release analyzes of dry matter (DM) and crude protein
(CP). The incubation times used were (0, 30, 60, 120, 360, 720, 1440 and 2880 min).
The in situ evaluation used a male sheep, fistulated in the rumen, average weight of
40 kg, with ruminal degradation evaluated in a subdivided plot, with treatments in a 2
x 4 factorial (type of wax and tannin level), replicated in four periods in the same
animal. There was no interaction between wax and tannin level (P>0.05) for DM
degradation and retention. There was a statistical difference in DM retention between
BW and CW at various incubation times (15; 1444 and 2880 min). Ruminal pH and
temperature remain relatively constant throughout the incubation periods. The
encapsulation of lysine in BW and CW lipid matrix, associated with TJP results in an
increase in DM and undegraded nitrogen, both in vitro (Daisy) and in situ (fistulated
animal) evaluation, and without compromising pH and rumen temperature. CW was
more efficient than BW in protecting CP against ruminal degradation, and the in situ
incubation time influenced the retention and degradation of CP in encapsulated
products, regardless of TJP levels. Therefore, the microencapsulated system is
recommended: CC+Lys+3TJP.

Keywords: phenolic compounds; rumen degradability; ruminal pH; protected protein;

rumen temperature;
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1. INTRODUCAO

A proteina microbiana é um componente essencial na nutricdo animal e tem
origem nos microrganismos presentes no rumen. Nem todos os aminodcidos
presentes nas proteinas microbianas conseguem suprir as necessidades desses
animais, especialmente em situacdes de alta demanda, como lactacéo, crescimento,
gestacdo e terminacdao de animais de corte com alto padrao racial. Nestas
circunstancias, é preciso adicionar aminoacidos extras na dieta, que nao sejam
degradados no riumen e possam ser absorvidos no intestino delgado. Assim, todos
0s aminodacidos da dieta ndo atingidos pelos microorganismos do rumen sao
conhecidos como aminoacido / proteina by pass.

NRC (2001) menciona vinte aminoacidos como fundamentais para a
composicao das proteinas, e ressalta que dez sao vitais para 0s ruminantes.
Segundo Stieven et al. (2011), os amino&cidos essenciais para 0s ruminantes sao
histidina, isoleucina, lisina, leucina, metionina, arginina, fenilalanina, triptofano,
treonina e valina.

A fim de atestar esta protecdo e proporcionar a proteina de passagem,
sistemas in vitro devem ser capazes de representar o processo de digestao que
ocorre no rumen para estimar a quantidade e a taxa de degradacao (Berchielli et al.,
2006). Estes sistemas podem ser usados para estudar processos individuais
fornecendo informagdes sobre sua natureza e sensibilidade a varios fatores (Lépez,
2005).

Analise in vitro no equipamento DAISY'" simula a fermentagao ruminal, tendo
como objetivo de melhorar a eficiéncia laboratorial da técnica in vitro (Alcade et al.,
2001). Este fermentador possui quatro frascos de digestdo independentes e mantém
o meio de fermentacdo em agitagdo continua a uma temperatura especifica de 39,5
2C. Entre as principais vantagens dos métodos de digestibilidade in vitro, destacam-
se o custo reduzido, a rapidez na obtengdo de resultados, o controle ambiental
satisfatério, além da possibilidade de trabalhar com um grande numero de
tratamentos e pequenas quantidades de amostra (Araujo, 2010; Tassone et al.,
2019).

Outro processo padrao para medir a degradabilidade ruminal bastante
estuDado € o método in situ, serve para analisar a digestdo microbiana de nutrientes
no rumen de ruminantes. Trata-se fundamentalmente de um procedimento que

utiliza animais com uma fistula ruminal instalada. Por meio dessa fistula, amostras
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de nutrientes a serem testados, contidas em bolsas permeaveis feitas de material
sintético, sao imersas no conteddo ruminal por varios intervalos de incubacao (Wood
e Badve, 2001; Lima et al., 2023).

Para (Tomich e Sampaio, 2004) essa avaliacao pode ser feita in situ com
animais fistulados, inclusive com a utilizacdo de apenas um animal, desde que
atenda o mesmo regime alimentar utilizado durante todo o experimento, a digestao é
menos vulneravel ao tempo e aos efeitos ambientais e o numero de sacos
incubados é limitado.

Entre os métodos predominantes para as taxas de degradacao ruminal dos
alimentos, a incubacao in vitro e em in situ sdo recursos benéficos que podem ser
empregado para avaliar a qualidade dos alimentos, além de fornecer dados sobre a
cinética de liberacdo do nitrogénio que ocorre no rumen. Assim, o objetivo deste
estudo foi avaliar a lisina microencapsulada em matriz lipidica de cera de abelha e
de carnalba em relacdo a cinética de degradacao in vitro, in situ, Ph e temperatura

ruminal.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Local do experimento

O experimento in vitro foi conduzido no laboratério de Nutricdo Animal
(LANA), do Centro de Saude e Tecnologia Rural (CSTR), da Universidade Federal
de Campina Grande (UFCG).

O experimento in situ foi realizado no setor de caprinos e ovinos da fazenda
experimental Nucleo de Pesquisas para o Desenvolvimento do Semiarido
(NUPEARIDO) do CSTR da UFCG, no municipio de Patos, Paraiba, Brasil,
geograficamente localizado no Semiarido paraibano, nas coordenadas Latitude S
07° 04’ 49.68”, longitude W 037° 16' 22.85" e altitude de 264, com média de 29 °C de
temperatura e de 50,5% de umidade relativa do ar. A precipitagdo pluviométrica gira
em torno de 500 mm.

O experimento desenvolveu-se apds aprovacdo pelo Comité de Etica em
Experimentos com Animais (CEUA), Protocolo CEUA/CSTR 38/202 e 39/2022, para
CA e CC respectivamente, da UFCG.

2.2. Degradabilidade in vitro (Daisy" Ankom)

Para avaliagdo da degradabilidade in vitro foi utilizado o método conhecido
como fermentador ruminal Daisy" (ANKOM Technology Corp., Fairport, NY),
modificada.

Amostras da lisina (Lys) e dos encapsulados com os cerideos associada as
diferentes niveis de extrato tanico foram submetidas a analises de liberagao in vitro
da matéria seca (MS) e da proteina bruta (PB), utilizando a técnica descrita por
(ANKOM Technology, 2005), modificado. O liquido ruminal utilizado foi colhido em
um abatedouro no municipio de Patos, Paraiba, em seguida submetido a filtracdo do
inoculo, em seguida o material foi armazenado em recipiente térmico e levado ao
LANA, 300 mL do liquido ruminal foram transferidos para cada uma das jarras do
fermentador ruminal Daisy" ANKOM. Em seguida, foram adicionados os ingredientes
da solucao tampao conforme descrito na tabela 1. O pH foi mantido em 6,8 para
incubacao dos sacos. Foram utilizados sacos de tecido ndo tecido (TNT) de 5cm x 5
cm de (largura e de comprimento), com porosidade de 50 ym, que foram selados
com aquecedor.

Cada jarra possuia tampa plastica com valvula unidirecional para evita o

acumulo de gases de fermentagdo. Os sacos foram pesados e em seguida foi
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colocado 2,0 g das formulacbes (CA+Lys; CA+Lys+1TJP; CA+Lys+2TJP;
CA+Lys+3TJP e CC+Lys; CC+Lys+1TJP; CC+Lys+2TJP; CC+Lys+3TJP). Os
tempos de incubacao utilizados foram de 0, 30, 60, 120, 180, 1440 e 2880 min,
contabilizando 25 sacos para cada jarra, que foram mantidas na incubadora giratéria
(Daisy" ANKOM) a 39 °C, com rotagdo continua para facilitar a imersao efetiva dos
sacos no na por¢cao liquida da jarra. Para retirar os sacos nos tempos iniciais
acrescentou-se gas carbénico (CO2) para permanéncia da vida no inoculo ruminal.
Apl6s a incubacao, os sacos foram lavados em agua fria e secos em estufa em
temperatura de 55 °C por 72 h. Na (tabela 1) sdo apresentados os componentes

colocados em cada jarra da Daisy" ANKOM para incubacéo dos sacos.

Tabela 1. Ingredientes e respectivas quantidades utilizadas em cada jarra nas incubacgdes in
vitro Daisy" ANKOM

Ingrediente Quantidade
Bicarbonato de Sodio 15,200 g
Fosfato de Sédio 5849
Cloreto de Potassio 0,88 g
Cloreto de Sédio 0,73 ¢
Sulfato de Magnésio 0,190 g
Cloreto de Calcio 0,080 ¢

Ureia 26 mL
Glicose 26 mL
Agua destilada 1,540 L
Liquido ruminal 300 mL

2.3. Ensaio de degradabilidade ruminal in situ

O ensaio de degradabilidade in situ foi realizado em um ovino fistulado no
rumen, pesando cerca de 40 kg de peso vivo. O periodo experimental foi de 22 dias,
sendo 10 dias para adaptacao as instalacdes e as dietas, 12 dias para coleta de
dados, replicado em quatro periodos no mesmo animal seguindo metodologia
adaptada de (Tomich e Sampaio, 2004).
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Tabela 2. Composi¢cao bromatologica da dieta do ovino fistulado

Composicao (MS %)

PB 13,23
CNF 37,64
FDN 51,32

EE 2,38
NDT 70,0
MS 89,8

PB: proteina bruta; CNF: carboidratos nao fibrosos; FDN: fibra em detergente neutro; EE:
extrato etéreo; NDT: nutrientes digestiveis totais; MS: matéria seca;

A dieta foi fornecida no turno da manha antes das coletas, as 8 h e as 15h.

A dieta foi composta por fenos de capim Buffel (Cenchrus ciliares) e Tifton
85 (Cynodon spp.) e o concentrado a base de milho, farelo de soja, sal mineral e o
material encapsulado. Durante o periodo de adaptagdo a dieta, o volumoso foi
fornecido ad libitum e o concentrado ofertado de forma gradual. As dietas foram
formuladas com proporcao volumoso:concentrado 60:40 para mantenca, de acordo
com a NRC (2007).

O teste in situ foi conduzido em sacos de TNT com dimensdes de (5 x 5 cm),
fechados a quente em maquina seladora. Cada saco com aproximadamente 3,0 g
de amostra contendo material microencapsulado (CA e CC com 0, 1, 2 e 3% TJP)
seguindo metodologia adaptada de (Tomich e Sampaio, 2004).

Os sacos foram incubados de forma crescente (tempos de 0, 30, 60, 120,
180, 1440 e 2880 min) e por etapas, de modo a ser removido o0 mesmo tratamento
de cada cerideo, um por vez a fim de reduzir interferéncia durante a manipulagéo no
ambiente ruminal. A incubacdo foi executada para os oito tratamentos (CA+Lys;
CA+Lys+1TJP;  CA+Lys+2TJP;  CA+Lys+3TJP; CC+Lys; CC+Lys+1TJP;
CC+Lys+2TJP; CC+Lys+3TJP) em triplicada, totalizando 192 sacos. Apos a retirada,
0s sacos foram imersos em agua gelada até o desaparecimento de residuos e a fim
de interromper a degradacao por bactérias. Depois foram lavados em agua corrente
e colocados em estufa com ventilacao forgada a 55 °C, durante 72 h e em seguida
pesados em balanga analitica, seguindo metodologia adaptada de (Tomich e
Sampaio, 2004).
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2.4. Avaliacdo do nitrogénio do microencapsulado antes e apds a cinética de
degradabilidade (in vitro e in situ)

O perfil de nitrogénio foi avaliado utilizando a metodologia de Kjeldahl,
descrito por AOAC (2012). Essa analise tem por finalidade verificar a quantidade de
nitrogénio da lisina livre e dos sistemas microencapsulados, com isso analisar
também a taxa de liberagao in vitro e in situ.

Os dados obtidos foram analisados para quantificar o nitrogénio da amostra
a partir da férmula: %N =V x N x F x 0,014 x 100/ m; Em que: V= volume do acido
cloridrico gasto na titulacdo, em mL; N = normalidade do acido cloridrico, 0,02 N; F =
fator de correcao do acido cloridrico = 1,00; 0,014 = miliequivalente-grama do

nitrogénio; m = peso da amostra, em g.

2.5. Parametros ruminais

O liguido ruminal foi coletado manualmente em diferentes pontos do rumen
através da fistula, nos tempos (0, 15, 30, 60, 120, 180, 1440 e 2880 min.), apds
retirada dos sacos referente a cada tempo e tratamento. Imediatamente apés a
coleta, o liquido foi filtrado em gaze e o pH medido com pHmetro digital e a

temperatura aferida com um termémetro digital portatil

2.6. Delineamento e analise estatistica

O delineamento estatistico para a avalicido na Daisy" ANKOM foi em bloco
casualizados (DBC) com os tratamentos em fatorial 2 x 4 (cera x tanino) subdividido
no tempo. Foram utilizados dois rumens artificiais como repeticdo e quatro jarras
independentes como replicas do ambiente ruminal no interior de cada aparelho. Os
tempos de incubacao foram 0, 15, 30, 60, 120, 180, 1440 e 2880 min.

Para a degradacao ruminal in situ foi avaliada segundo a recomendagéo da
metodologia proposta por (Tomich e Sampaio, 2004) para o uso de apenas um
animal. Assim a avaliagdo foi feita em parcela subdividida, com os tratamentos em
fatorial 2 x 4 (tipo de cera e nivel de tanino), replicado em quatro periodos no mesmo
animal e utilizando os mesmos tempos da avaliagdo na Daisy.

Os dados foram analisados usando o software SAS- Statistic Analysis
System (9.1, 2014). Quando pertinentes as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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3. RESULTADOS
3.1. Degradabilidade in vitro
Nao houve interacdo entre cera e nivel de tanino (P>0,05) para degradacao
e retencado da MS. Ao avaliar o efeito de regressao linear e quadréatica para nivel de
tanino nao foi observado significancia, mas ao fazer a comparacao de média houve
efeito significativo (p<0,05) para retencao e degradacao da MS dos encapsulados.
Observa-se na figura 1 que os encapsulados com nivel de 3% de tanino
apresentou menor retencéo (65,40%) e maior degradacao (34,60), diferenciando-se
dos valores observados para os encapsulados com 1 e 2% de tanino. Os
encapsulados sem a associacdo com o tanino da jurema preta apresentaram
retencdo e degradacao intermediaria, sendo préximo (p>0,05) aos demais

encapsulados.
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Figura 1. Degradacao / retengdo da matéria seca (MS) dos encapsulados em fungdo do
nivel de tanino no encapsulado, independente do tipo de cera e do tempo de
incubagéo na Daisy" ANKOM.

Na tabela 3 e figura 2 sdo apresentados os dados de degradacao da MS das
ceras encapsuladas em matriz de CA e CC em funcédo do tempo de incubagéo,
independentemente do nivel de tanino incubado na Daisy".

Verifica-se que no tempo de incubacéo zero (0 minuto), a degradacao da MS
para CA e CC foi proxima, mas variou nos tempos 15, 1440 e 2880 minutos com os
encapsulados que utilizaram CC apresentando maiores valores de degradacéo, com
valores para a CC de 51.86% e para CA de 37.13%.
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Tabela 3. Degradagdo da matéria seca (MS) dos encapsulados de ceras de abelha e de
carnauba em fungdo do tempo de incubacdo, independente do nivel de tanino
incubados na Daisy" ANKOM.

Tempo de incubagéo (minuto) Abelha Carnauba
0 4.18 Ac 6.89 Ad

15 23.2 Bb 29.91 Ac

30 33.18 Aa 37.19 Ab

60 34.19 Aa 37.97 Ab

120 34.51 Aa 39.49 Ab

180 35.25 Aa 40.44 Ab

1444 35.85 Ba 46.67 Aa

2880 37.13 Ba 51.86 Aa

Médias com letras maiusculas diferentes indica diferenga (p>0,05) entre tipo de cera dentro
de cada tempo.

Médias com letras mindsculas diferentes indica diferenca (p>0,05) entre tempo de incubagao
dentro de cada cera.

Na figura 2 que ilustra a comparagao da degradacado da MS ao longo dos
tempos de incubacao entre CA e CC pode ser observado que em ambas as ceras
ocorre aumento na porcentagem de degradacédo da MS ao longo do tempo.

Destaca-se ainda que a CA inicia com 4,18% e tem uma degradacao mais
lenta comparado a CC, atingindo cerca de 37,13% aos 2880 minutos. J& a CC
comegca mais com 6,89%, e aumenta gradualmente até atingir 51,86% de
degradacao da MS aos 2880 minutos.
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50 - 46,67 A
2 39,49 Ab 40,44 Ab
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Figura 2. Degradagdo da matéria seca (MS) dos encapsulados de ceras de carnauba e de
abelha em fungdo do tempo de incubacdo, independente do nivel de tanino,
incubados na Daisy" ANKOM.
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Na tabela 4 sado apresentados os dados de retencdo da MS dos
encapsulados em funcao do tempo de incubacao, independentemente do nivel de
tanino, incubados na Daisy" ANKOM.

Verifica-se que no tempo de incubacéao zero (0 minuto), a degradacao da MS
para CC foi de 93.10 e de 95.86 para CA, mas ndo diferiu estatisticamente (p>0,05).
Com o aumento do tempo de incubacéo, a retencdo da MS diminui para ambos 0s
cerideos. No final do periodo de incubacao (2880 minutos), a retencdo da MS para
CC foi de 48.13 e para CA de 62.86, diferindo entre si.

Portanto houve diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) na retencao
da MS entre CA e CC em varios tempos de incubacao (15; 1444 e 2880 min), bem
como uma diferenca significativa (p<0,05) na retencdo da MS ao longo do tempo.

Tabela 4. Retencdo da matéria seca (MS) dos encapsulados de ceras de abelha e de
carnauba em fungcdo do tempo de incubacdo, independente do nivel de tanino
incubados na Daisy" ANKOM.

Tempo de incubacao (minuto) Carnauba Abelha
0 93,10 Aa 95,86 Aa
15 70,08 Bb 76,63 Ab
30 62,80 Ac 66,81 Ac
60 62,02 Ac 65,80 Ac
120 60,50 Acd 65,48 Ac
180 59,55 Acd 64,74 Ac
1444 53,32 Ad 64,14 Bc
2880 48,13 Bd 62,86 Ac

Médias com letras maiusculas diferentes indica diferenca (p>0,05) entre tipo de cera dentro
de cada tempo.

Médias com letras minusculas diferentes indica diferenga (p>0,05) entre tempo de incubagéao
dentro de cada cera.

A comparagdo das porcentagens de retencdo de MS entre CA e CC ao
longo do tempo de incubagdo em minutos é apresentada na figura 3. A retencéo da
MS para CC comega em com 93,1% e declina para 48,13% no final do tempo
observado. Ja a CA comecga com 95,86% e declina para 62,86% no final do periodo

observado.
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Figura 3. Retencdo da matéria seca (MS) dos encapsulados de ceras de carnauba e de
abelha em fungao do tempo de incubagao, independente do nivel de tanino, incubados
na Daisy" ANKOM.

3.2. Degradabilidade in situ

Observa-se na figura 4 a degradagcao e a retencdo da MS dos materiais
encapsulados com (CA e CC), ao longo do tempo durante a incubacao in situ,
independente do nivel de tanino. Verificou-se que a degradagao e a retencao da
matéria seca variam com o tempo de incubagéao in situ.

A CA obteve maior retencdo e menor degradacao da MS em relacdo aos

valores observados para CC.
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Figura 4. Degradacgéo e retengdo da matéria seca (MS) dos encapsulados em fungédo do
tempo de incubacéo in situ, independente do nivel de tanino.
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A degradacéo e retencdao da MS dos encapsulados em fung¢édo dos niveis de
tanino, independentes do tempo de incubacao in situ sdo descritos na figura 5. A
inclusdo de 1 e 2% de tanino aumentou a retencdao para ambos materiais

encapsulados (CA e CC), sendo maior para CA.
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Figura 5. Degradacao e retencao da matéria seca (MS) dos encapsulados em fungéo dos
niveis de tanino de Jurema Preta, independente do tempo de incubagao in situ.

Na figura 6 observa-se as médias dos niveis de nitrogénio e proteina bruta
dos encapsulados DE CA e CC, em funcdo do tempo de incubacdo in situ,
independente do nivel de TJP. Ao longo do tempo de incubagédo ocorre decréscimo
nos niveis de N e PB. Ambas as curvas mostram uma diminui¢do significativa nos
primeiros (180 min) antes de se estabilizarem.
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Figura 6. Médias de nitrogénio (N) e proteina bruta (PB) dos encapsulados em fung¢éo do
tempo de incubacéo in situ, independente do nivel de tanino.
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Na figura 7 a média de N e PB dos encapsulados em funcao do nivel de
TJP, independente do tempo de incubados in situ, observa-se uma crescente
tendéncia de aumento na PB, quando se eleva o nivel de tanino, portanto
percebemos que o nivel de tanino tem efeito na elevacao da PB repetido.

Verifica-se que a PB, mostra uma tendéncia ascendente a medida que o
nivel de TJP aumenta, indicando uma correlacao positiva entre o nivel de TJP e a
PB. Portanto, o aumento do TJP pode promover um aumento na PB repetido.

12 -

Nivel de N e PB (%)
(o]

NIiVEIS DE TANINO

Figura 7. Média de nitrogénio (N) e proteina bruta (PB) dos encapsulados em fungédo do
nivel de tanino, independente do tempo de incubados in situ.

3.3. Parametros ruminais

Na tabela 5 observam-se os resultados de temperatura (°C) ruminal nos
diferentes tempos de incubacao no animal fistulado, em funcéo do tipo de cera (CA e
CC) e do nivel (0; 1; 2 e 3%) de tanino.

Verifica-se para os dois cerideos com 0% de tanino, a temperatura maxima €
39,3 °C e a minima é 38,5 °C no inicio da incubacdo (0 minuto). Ja com 3% de
tanino obtive-se maxima de 39 °C e minima de 38,5 °C no ultimo tempo de

incubacao (2880 min), para os dois cerideos.
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Tabela 5. Resultados de temperatura (°C) ruminal nos diferentes tempos de incubacdo no
animal fistulado, em funcao do tipo de cera (abelha e carnauba) e do nivel (0; 1;
2 e 3%) de tanino.

Tipo de

Tanino

Tempo de incubag&o (min)

Cera (%) 0 15 30 60 120 180 1440 2880 Max. Min
Abelha 389 385 386 386 389 389 388 393 393 385
Carnalba 0 389 385 386 386 389 389 388 393 393 385
Abelha 389 379 386 388 39,1 39,1 385 38,6 39,1 379
Carnalba 1 389 379 386 388 39,1 39,1 385 38,6 39,1 379
Abelha 38,9 38,2 386 38,7 39,0 39,0 388 38,7 39 382
Carnalba : 38,9 38,2 386 38,7 39,0 39,0 388 38,7 39 382
Abelha 38,9 385 385 388 39,0 390 38,7 389 39 385
Carnalba ° 38,9 385 385 388 39,0 39,0 38,7 389 39 385

Na tabela 6 verifica-se os dados do pH ruminal nos diferentes tempos de

incubacao no animal fistulado, em funcéo do tipo de cera (CA e CC) e dos niveis (0;

1; 2 e 3%) de tanino. A CA e CC com 0% de tanino, o valor maximo de pH registrado

foi de 7,19 e o minimo foi de 6,03. Observa-se que ambos cerideos com adicao de

3%TJP apresentou valos de (6,83 max) e (5,09 min). Verifica-se que o pH ruminal

se mantém constante ao longo dos periodos de incubacéo.

Tabela 6. Resultados do pH ruminal nos diferentes tempos de incubagao no animal fistulado,
em funcao do tipo de cera (abelha e carnauba) e do nivel (0; 1; 2 e 3%) de tanino.

Tipode Tanino Tempo de incubagéo (min) Méx. Min
Cera (%) 0 15 30 60 120 180 1440 2880
Abelha 7,19 6,86 6,78 6,49 6,03 6,26 6,85 6,43 7,196,03
Carnauba 7,19 6,86 6,78 6,49 6,03 6,26 6,85 6,43 7,196,03
Abelha 5,86 5,88 6,13 598 5,77 587 6,80 6,06 6,8 577
Carnauba 1 5,86 5,88 6,13 598 5,77 587 6,80 6,06 6,8 577
Abelha 5 6,06 6,55 6,55 6,24 5,63 6,08 6,84 6,26 6,84 5,63
Carnauba 6,06 6,55 6,55 6,24 5,63 6,08 6,84 6,26 6,84 5,63
Abelha 6,03 6,43 6,49 6,24 509 6,07 6,83 6,25 6,835,09
Carnauba ° 6,03 6,43 6,49 6,24 509 6,07 6,83 6,25 6,835,09
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4. DISCUSSAO
4.1. Degradabilidade in vitro e in situ

Os encapsulados com CC apresentaram maior degradacdao da matéria seca
(MS) do que o obtido com os da CA em todos os tempos de incubacgao. Isso pode
ser explicado pela diferenca na composicao quimica das duas ceras, sendo que a
CC contém mais ésteres de acidos graxos, que sdo mais susceptiveis a hidrélise do
que os hidrocarbonetos presentes na CA (Ollé; Wolff e Silva, 2018).

A degradacdo da MS das CA e de CC foi influenciada pelo nivel de tanino
adicionado, sendo que o nivel com 3% de tanino apresentam uma menor
degradacao e maior retencdo de MS do que o observado no encapsulado sem
tanino. Isso pode ser devido ao efeito do tanino na formacdo de complexos
insolUveis com as proteinas presentes nas ceras, reduzindo a sua disponibilidade
para a degradacao ruminal (Cordao et al., 2010). Entretanto, essa capacidade pode
ser benéfica ou nao dependendo da concentracdo do aditivo nas dietas e a categoria
animal que se esta trabalhando.

Os taninos condensados tém um mecanismo adicional de reagao, porque
eles sdo mais resistentes a remocao por quebra de ligacées de hidrogénio. Foi
sugerido que esta interacao adicional seria a reacao covalente entre a proteina e o
carbono aromatico das moléculas do tanino através de estruturas quinoidais
(Covington, 1997).

Cordao et al. (2010) em revisdo sobre tanino na nutricdo de ruminantes
destacam que a ligagdo do tanino com a proteina sdo feitas por pontes de
hidrogénio, entre os grupos hidroxifendis dos taninos e os grupos carbonila das
ligacoes peptidicas.

Portanto quando os encapsulados retém mais PB e MS, os animais podem
aproveitar melhor esses nutrientes. Isso pode levar a uma melhor conversédo
alimentar e crescimento mais eficiente. Menos perda de nutrientes significa menos
desperdicio de racédo e, portanto, economia de custos para os produtores. Ja ao
aumentar a retencdo de PB e MS nos encapsulados pode ser benéfico, desde que
seja feito com cuidado e considerando as necessidades especificas dos animais e
metas de producéo.

O equilibrio em metionina e lisina leva a maior eficiéncia para o metabolismo
da proteina (Waterman et al., 2006) e como consequéncia diminui as perdas de
nitrogénio (Prado, 2013). Segundo Araujo et al. (2019), a lisina ao chegar ao rimen
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€ rapidamente degradada, ndo chegando a quantidades suficientes ao intestino
delgado, dificultando o atendimento das exigéncias de proteina metabolizavel,
Carvalho Neto et al. (2019) destacam a necessidades dos aminoacidos na dieta para
as atividades de sintese de proteina em diversos tecidos, bem como na eficiéncia

microbiana para a manutengcao do bom funcionamento do ambiente ruminal.

4.2. Parametros ruminais

Os dados relacionados a temperatura do fluido ruminal da incubacéao in situ
com valor médios de (38,76 °C) entre os tratamentos com lisina microencapsulados
com cera de abelha e de carnauba. Registrando valor maximo de (39,3 °C) e minima
de (38,2 °C). De acordo com Berchielli et al. (2006) a temperatura ideal do rimen
deve-se manter em torno de (38 a 42 °C). Percebe-se, que o presente estudo se
encontra com valores normais aos apontados. Quando a temperatura esta fora da
faixa recomendavel, pode haver impactos na eficiéncia da fermentacédo e,
consequentemente, na digestdo dos alimentos.

O resultado médio do pH encontrado do liquido ruminal da incubacgao in situ
dos sistemas microencapsulados neste trabalho foi registrado de 6,28. De acordo
com Furtado et al. (2014), para um ambiente favoravel a proliferacdo bacteriana é
necessario que o pH ruminal mantenha-se entre 6 a 7,2, assim como Nagaraja
(2016) reforca que para um ambiente favoravel a proliferacdo bacteriana , o pH
ruminal deve permanecer entre 6,0 e 7,2, enquanto que Oliveira et al. (2019)
ressalta pH ideal entre 5,5 e 6,8 para que haja um aproveitamento de forma eficiente
pelos microrganismos presentes no rimen.

Todos os tratamentos mantiveram-se com valores de pH dentro dos
considerados normais, sendo fundamental para a saude e a eficiéncia digestiva dos
ruminantes, manter esse equilibrio é essencial para garantir que 0os microrganismos
realizem sua funcdo de forma adequada e que os animais aproveitem ao maximo os
nutrientes de sua dieta.

De acordo com Millen, Pacheco e Arrigoni (2016) relata que valores de pH
ruminal superiores a 6,0 indicam que ha baixa disponibilidade de amido e/ou
acucares no liquido ruminal, portanto, ha baixa produgdo de lactato e
consequentemente a quantidade de bactérias que utilizam lactato também é
reduzida.
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Quando foi registrado temperatura de 37.9 °C o pH obtido foi de 5.88,
portanto a atividade dos microrganismos no rumen é altamente influenciada pela
temperatura. Temperaturas mais elevadas podem acelerar a atividade metabdlica
dos microrganismos, enquanto temperaturas mais baixas podem diminui-la.

O pH ideal no rimen esta na faixa de 6,0 a 7,0 1, quando a temperatura
aumenta, o pH tende a diminuir, isso ocorre porque a fermentacdo microbiana
produz acidos graxos volateis (AGVs), como o acido acético, que contribuem para a
acidez do rumen. A fermentagdo é mais eficiente em um ambiente ligeiramente
acido.

Segundo Silveira et al. (2016) o pH ruminal varia de acordo com a dieta e
com o tempo apds a alimentagdo. Com isso, a utilizagdo das microesferas contendo
lisina microencapsulada em CA ou CC associado a (1, 2 e 3%) do TJP nédo causou

intervenc&o no pH ruminal.
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4. CONCLUSAO

O encapsulamento da lisina em matriz lipidica de cera de abelha e de
carnauba, associada ao tanino da Jurema Preta resulta em aumento da matéria
seca e do nitrogénio ndo degradado, tanto na avaliacdo in vitro (Daisy) e in situ
(animal fistulado), e sem comprometer o pH e a temperatura ruminal.

A cera de carnauba foi mais eficiente do que a cera de abelha na protecao
da PB contra a degradacéo ruminal, e que o tempo de incubacgao in situ influenciou a
retencao e degradacéao da PB dos encapsulados, independente dos niveis de tanino
da Jurema Preta. Sendo assim, recomenda-se o0 sistema microencapsulado:
CC+Lys+3TJP.
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ANEXOS

Protocolo CEUA/CSTR N2 38/2022 cera de abelha

Universidade Federal de Campina Grande
Centro de Satide e Tecnologia Rural
Comissio de Etica no Uso de Animais
Av. Santa Cecilia, s/n, Bairro Jatoba, Rodovia Patos,
CEP: 58700-970, Cx postal 64, Tel. (83) 3511-3045

A Sra.: Prof. Dr. José Morais Pereira Filho

Protocolo CEUA/CST R N° 38/2022

CERTIDAO

Certificamos para os devidos fins que o projeto intitulado “Lisina microehcapsulada com
matriz lipidica de cera de abelha enriquecida com tanino da jurema preta (mimosa
tenuifiora)”, coordenado pelo (a) pesquisador (a) acima citado (a), obteve parecer
consubstanciado pelo regulamento interno deste comité, sendo APROVADO em carater
de Ad Referendum, estando a luz das normas e regulamentos vigentes no pais e

atendidas as pesquisas para especificacdes cientificas.

Patos, 21 de dezembro de 2022

e Almeida
UFCG / Campus Patos
SIAPE 1406222

Prof. Valdir Morais De Almeida
Coordenador do CEP/CEUA/UFCG/CSTR
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Protocolo CEUA/CSTR N2 39/2022 cera de carnauba

,& UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
: CENTRO DE SAUDE E TECNOLOGIA RURAL

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS —
CEUA/CSTR

DECLARAGAO

Declaramos a quem possa interessar, que o(a) Sr.(a) José Morais Pereira
Filho, por via eletrénica, deu entrada em processo para apreciagao de projeto
de pesquisa, visando parecer consubstanciado junto a CEUA/CSTR/UFCG. O
projeto, cujo titulo é “Obtencdo e caracterizacdo da lisina bypass
microencapsulada em matriz de cera de carnatiba enriquecida com tahino

da jurema preta (mimosa tenuiflora)”, tem nuimero de protocolo 39/2022.

Patos, 15 de agosto de 2022

Atenciosamente,

/A?}?;? A-/c(gj: A 5.7:5:-1

Juliana kelly de souza almeida Santos
Secretdria do CEP
cep@cstr.ufcg.edu.br



Patente cera de abelha

Nome ou Raz#io Social: UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA,
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica
CPF/CNPJ: 15180714000104
Nacionalkiade: Brasileira
Qualificaclio Jurfdica: Instituigao de Ensino e Pesquisa
Enderego: Rua Augusto Viana, s/n, Palacio da Reitoria, Canela,
Cldade: Salvador
Estade: EA
CEP: 40110-909
Pals: BRASIL
Telefone: (71) 328 37063
Fax:
Emall: sic@ufba.br

Dados do Pedido

Natureza Patente: 10 - Patente de Invengio (P1)

Titulo da Invenglio ou Modelo de LISINA MICROENCAPSULADA EM MATRIZ LIPIDICA DE CERA

Utilidade (54): DE ABELHA ENRIQUECIDA COM TANINO DA (Mimosa tenuiflora)
A presente invengao engloba a obtengio de sistemas
microencapsulados, através da microencapsulagao de lisina
utiizando a
cera de abelha como material encapsulante, pela técnica de
Emulsificagdo, possibilitando aplicagio das microesferas
desenvolvidas
preferencialments na nutrigio animal, especificamente na dieta de
ruminantes, contornando limitagdes de seu uso direto, permitindo o
manuselo desse ingrediente, além de possibilitar a ocorréncia de
liberaglo programada, propiciando proleco frente ao ambiente
ruminal,
com disponibilizagio no sitio de interesse, diminuindo riscos, cuslos
e
acarretando em melhor aproveitamento de seu potencial nutricional,
Além disso, utilizacio do tanino da Mimosa lenuiflora, promovendo
uma
protecdo ainda malor das microparticulas produzidas, utilizando esse
importante produto de uma espécie vegetal de grande importéncia
do

clima semiarido.

PETICIONAMENTO g1 solicitagho fol enviada pelo sistema Peticionamento Eletrdnico em 28/08/2023 4s
El NICO 10:10, Petigho BT0230076450

Petighn KTI2A0076430, de 20082023, pdy. 219
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Patente cera de carnauba

Nome cu Razo Social: UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica
CPF/CNPJ: 15180714000104
Naclonalldade: Erasileira
Qualificagdio Juridica: Instituicdo de Ensino e Pesquisa
Enderego: Rua Augusto Viana, s/n, Palacio da Reitoria, Canela
Cidade: Salvador
Estado: BA
CEP: 40110-909
Pals: BRASIL
Telafone: (71) 328 37063
Fax:
Emall: sic@ulba.br

Dados do Pedido

Natureza Patente: 10 - Patente de Invengio (Pl)

Thulo da Invenglio ou Modelo de LISINA MICROENCAPSULADA EM MATRIZ LIPIDICA DE CERA
Utilidade (64): DE CARNAUBA ENRIQUECIDA COM TANINO DA [Mimosa
tenuiflora (Wild.) Poir.].

Resumo: A presente invengdo engloba a obtengio de sistemas
microencapsulados, através da microencapsulagao de lisina
utilizando a cera de carnaiba como material encapsulante, pela
técnica de Emulsificagdo, possibilitando aplicago das microesleras
desenvolvidas prelerencialmente na Mutrigiio animal,
especificamente na dieta de ruminantes, contornando limitagées de
seu uso direto, permitindo o manuselo deste ingrediente, além de
possibilitar a ocorréncia de liberagdo programada, propiclando
protecio lrente ao ambiente ruminal, com disponibilizacio no sitio de
interesse, dminuindo riscos, custos e acarretando em melhor
aproveitamento de seu potencial nutricional. Além disso, utilizagio
do tanino da Mimosa tenuiffora, promovendo uma protecdo ainda
maior das microparticulas produzidas, utiizando esse importante
produto de uma espécie vegetal de grande importéncia do clima
semidndo.

PETICIONAMENTO Esta solicitaglo foi enviada pelo sistema Peticionameanto Eletrbnico em 29/08/2023 as
ico 09:47, Petigho BT0230076440

Petiglo KTO2I0078440, de 2DDRZ003, pig. 221
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Coleta do feno de capim buffel na fazenda Lameirao
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Preparo do feno da Jurema Preta
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Extracdo do tanino da Jurema Preta




Preparo dos materiais microencapsulados

ey

84



Incubagéo in vitro Daisy" ANKOM
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Incubacgéo in situ
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Professor Morais
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